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I.l. YOGUR: DEFINICION Y CONCERTO
Entre los productos derivados de la leche que son util_i 
zados coino alimento del hombre e incluldos en la clasificaciôn 
que de ellos hace el vigente Côdigo Alimentario Espahol, podemos 
citar las leches fermentadas o acidificadas y concretamente cabe 
destacar el "yogur o yoghourt" que es definido por la Norma sobre
yogur en el Real Decreto de 5 de Marzo de 197 6 como:
"El producto de leche coagulada obtenido por fermentacion lactica 
"mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus - 
"thermophilus a partir de leche pasterizada, nata pasterizada, l£ 
"che concentrada, lecha parcial o totalmente desnatada pasteriza- 
"da, con o sin adicion de leche en polvo, entera o desnatada"
Dicha Norma hace constar que los microorganismos respon 
sables de esta fermentaciôn ISctlca, deben encontrarse viables y 
en cantidad abundante en el producto terminado para que no varlen 
sus caracteristicas propias.
Este texto legal, que régula las caracteristicas esen-- 
ciales sobre el yogur, establece una clasificaciôn sobre los dis-
tintos tipos del mismo y que es:
1. Yogur azucarado: es al que se han ahadido sôlamente 
alguno o algunos de los azôcares comestibles.
2. Yogur edulcorado: es al que se han ahadido sôlamente 
édulcorantes autorizados por la Direcciôn General de 
la Salud Pûblica.
3. Yogur con frutas, zumos y otros productos naturales: 
a los nue se han ahadido los ingredientes citados, 
junto con agentes aromâticos y aditivos autorizados.
- 2 -
4. Yogur aromatizado: es al que se han ahadido agentes 
aromâticos y aditivos autorizados.
1.1.1. LEGISLACION VIGENTE
Es objeto de la Norma, définir las condiciones y carac 
teristicas que deben reunir los productos para su adecuada comer- 
cializaciôn en el mercado nacional.
Como se describiô en el apartado anterior la présenté 
Norma se aplica al yogur, yogur azucarado, yogur edulcorado, yo­
gur con frutas, zumos y otros productos naturales y yogur aromat^ 
z a d o .
Las definiciones de dichos productos, han sido citadas 
anteriormente, por lo que considérâmes innecesaria su repeticiôn.
1.1.1.1. Higiene
El tratamiento de las materias primas, adiciones esenciales, - 
adiciones facultativas y aditivos, la fabricaciôn, manipulaciôn, 
conservaciôn y comercializaciôn del producto se harân de modo que 
quede perfectamente garantizado el cumplimiento de las disposicio 
nés sanitarias y la higiene del producto.
El yogur, desde el momento de su fabricaciôn hasta la 
adquisiciôn por el consumidor, se mantendrâ a temperatures com- 
prendidas entre uno y diez grados centigrades.
Es évidente que el quebrantamiento de esta norma puede 
tener importantes impllcaciones de carâcter sanitario,
1.1.1.2. Envasado
Los diversos tloos de yogures se presentarân al consumidor de- 
bidamente envasados en recipientes cerrados.
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1 . 1.1.2.1. Material de envases: vidrio, cartôn parafinado, por 
celanas, material macromolecular o cualquier otro material autor^ 
zado por la Direcciôn General de Sanidad
1 . 1.1.2.2. Contenido: los envases tendrân un contenido neto m^ 
nimo de 125 gramos.
I . 1.1.3. Etiquetado y rotulaciôn
De ^cuerdo con lo establecido en el Decreto 336/1975, de 7 de 
marzo, por el aue se ap ueba la Norma General para rotulaciôn,et£ 
quetado y publicidad de los alimentos envasados y embalados, se - 
aplicarSn las especificaciones que seguidamente se senalan:
enEl yogur dispuesto para el consumo llevarâ en el cuerpo del 
vase o en su cierre, con caractères visibles e indelebles, en 
idioma espahol, las siguientes indicaciones:
1. 1.1.3.1. Denominaciôn del producto
1 . 1.1.3.1.1. El yogur que contenga 2'0 por 100 o mas de ma t e ­
ria grasa, deberS denominarse "yogur o yoghourt".
1.1.1.3.1.2. El yogur que contenga 0*5 por 100 o menos de m a ­
teria grasa deberS denominarse "yogur desnatado" o "yoghourt des- 
n a t a d o " .
1 . 1.1.3.1.3. Las denominaclones que figuran en los dos aparta 
dos anteriores se aplicarân tambiên al yogur al aue se han ahadi­
do azûcares o édulcorantes, con la condiciôn de que taies denomi- 
naciones vayan acompahadas del cal if icativo azucarado o la expre- 
siôn "con azGcar" o "edulcorado" respectivamente. $
1.1.1.3.1.4. El yoc’ur definido con frutas, zumos y/u otros 
productos naturales d elorS denominarse "yogur con ..." ô "yo- 
chourt con ...", siempre aue lleve incorporados fragmentos o can*
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tidades ostensibles del ingredients gue le proporciona el califi- 
cativo. En lugar de los puntos suspensivos, se pondrîa el nombre 
de l a (s) fruta(s) o alimento(s) del citado ingrédients.
1 . 1.1.3.1.5. El yogur definido aromatizado deberS denominarse 
"yogur sabor ..." 6 "yoghourt sabor ...". En lugar de los puntos 
suspensivos se pondrS el nombre de la fruta o alimento al que co­
rresponde el agente aromâtico utilizado.
1.1.1.3. 2. Relaciôn de ingredientes y aditivos
Deberân relacionarse en el envase, individualmente o haciendo 
r e f e r e n d a  al grupo a gue pertenecen (leche, azûcares, frutas, zu 
m o s , colorantes, espesantes, conservadores y agentes aromâticos) 
y por orden decreciente de proporciones.
En el caso de utilizaciôn de otros derivados lâcteos, distin- 
tos de la leche en polvo entera, semidesnatada o desnatada, debe­
rS hacerse rnenciôn de los mismos en la relaciôn de ingredientes.
En los yogures edulcorados deberân figurar los nombres especî- 
ficos de los édulcorantes utilizados.
1.1.1. 3. 3. Contenido neto
El contenido se expresarS en peso neto, admitiêndose una tole- 
rancia de conformidad con el sistema.
1.1.1.3.4. Ilarca registrada o nombre o razôn social y domici­
lie o sigla identificadora del fabricants o importador en su caso.
1. 1.1.3.5. Fecha de caducidad (dîa y mes) con un limite de 
veinte dias como mâximo, contados a partir del dia en que el pro­
ducto fue envasado para su venta definitiva.
I.1.1.3.6. La expresiôn "Consérvese frio"
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1.1.1.3.7. Pais de origen, en el caso de ser importado
1.1.1.3.8. Nûmero de Registre Sanitario de la industria
I.I.I.4. Factores esenciales de composiciôn y calidad
1 .1.1.4.1. Y o g u r .
Contenido mîniino de materia grasa de
leche ................................... 2 ' 0% m/m
Extracto seco magro, m î n i m o .........  8'5% m/m
1.1.1.4.2. Yogur desnatado.
Contenido mâximo de materia grasa de
leche .................................... 0'5% m/m
Extracto seco magro, mînimo  ...... 8'5% m/m
1. 1.1.4.3. Yogur azucarado.
Cumplirâ los requisitos especificados en los apar 
tados anteriores en cuanto se refiere a la parte de leche que en 
tra en su composiciôn.
1.1.1.4.4. Yogur edulcorado
Cumplirâ los requisitos especificados en los dos 
primeros apartados en cuanto se refiere a la parte de leche que 
entra en su composiciôn.
1.1.1.4.5. Yogur con frutas, zumos y/u otros productos natu­
rales.
Cumplirâ los reauisitos especificados en I.I.I.4.
1. y I.1.1.4.2. en cuanto se refiere a la parte de leche que en- •’ 
tra en su composiciôn.
La cantidad minima de yogur en el producto termi­
nado serâ del 70% m/m.
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I.1.1.4.6. Yogur aromatizado
Cumplirâ 1<^ 5 requisitos especif icados en los dos 
primeros apartados en cuanto se refiere a la parte de leche que 
entra en su composiciôn. La cantidad minima de yogur en el pro-- 
ducto terminado serâ del 80% m/m.
X.1.1.5. Materias primas y adiciones esenciales y facultati­
vas
I.1.1.5.1. Materias primas esenciales
Leche pasterizada, leche concentrada, leche total o parcial-- 
mente desnatada pasterizada, leche concentrada total o parcial- 
mente desnatada, nata pasterizada y mezcla de dos o mas de estos 
productos.
X.1.1.5.2. Adiciones esenciales
Cultives de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermo­
philus.
I.1.1.5.3. Adiciones facultativas
- Leche en polvo entera, semidesnatada o desnatada en canti­
dad de hasta el 5 por 100, como mâximo, en el yogur natural y de 
hasta el 10 por 100, como mâximo, en los otros tipos de yogur.
- Suero en polvo,protêina de leche y/o de suero, de origen va 
c u n o .
- Azûcares en los yogures definidos.
- Ingredientes naturales, taies como frutas y hortalizas (fre^ 
car., congeladas, en conserva, liofilizadas o en polvo), purë de
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frutas, pulpa de frutas, compota, mermelada, confitura,jarabes, 
zumos, miêj.,chocolate, cacao, café, especias y otros ingredien­
tes naturales aromatizantes inocuos, sôlamente en los yogures - 
definidos como yogur con frutas, zumos y/u otros productos natu 
raies y yogur aromatizado.
I - 1 .1 . 6 . Aditivos
Sélo podrân emplearse aditivos autorizados por la Direcciôn 
General de Sanidad en los yogures definidos como yogur édulcora 
do, yogur con frutas, zumos y/u otros productos naturales y yo­
gures aromatizados.,
1.1. 1.6.1. Edulcorantes autorizados sôlamente en los yogu—  
res edulcorados.
1.1.1.6.2. Sustancias aromatizantes naturales y/o idènticas 
a las naturales definidas en el Decreto 4 0 6 / |975, de 7 de Marzo, 
en los yogures de frutas, zumos y/u otros productos naturales, 
asî como en los aromatizados y edulcorados.
1.1.1.6.3. Colorantes, estabilizadores y conservadores auto 
rizados expresamente para este fin por la Direcciôn General de - 
Sanidad.
1 .1 . 1 . 7 . Métodos de anâlisis ■
En tanto no se establezcan normas espanolas para la determi­
naciôn de las especificaciones de esta Norma, se utilizarân los 
siguientes métodos:
1-1. 1.7.1. Preparaciôn de la muestra: Norma Chimie Ministe- 
rio de Agricultura Francés XIV-I.
1.1. 1.7.2. Determinaciôn de materia grasa: Idem XIV-3.
1.1.1.7.3. Determinaciôn de extracto seco: Idem XIV-2.
1.1.1.7.4. Identificaciôn de colorantes, édulcorantes, espe­
santes y conservadores: Métodos seleccionados y recomendados por 
el Centro Nacional de Alimentaciôn y Nutriciôn.
1.1.1.7.5. Anâlisis microbiolôgico
- Recuento de coliformes.
- Escherichia coli.
- Staphylococcus aureus.
- Steptococcus fcecalis (grupo D de Lance fieId).
- Gérmenes suif ito-reductores (Cl pcrfringens).
- Hongos.
- Exâmen al microscopio.
(Métodos seleccionados y recomendados por el Centro Nacional - 
de Alimentaciôn y Nutriciôn).
1.1.1.8. Sistema de determinaciôn del contenido neto
El contenido se expresarâ en peso neto, admitiëndose una tole- 
rancia de liasta 10,3 por 100 de "m" (siendo "m" la cantidad nomi­
nal del contenido senalado en el envase expresado en gramos) en 
el contenido conjunto de una muestra, obtenido de tal forma que - 
sea lo mas representativo posible y que obligatoriamente estarâ 
constituîda por diez elementos intactes y debidamente cerrados,pa 
ra todos los tipos de yogur.
En el caso concrete del definido "yogur con frutas, zumos y/u 
otros productos naturales", la tolerancia a que se ha hecho refe­
r e n d a  podrâ alcanzar hasta 11,5 de "m".
1.1.1.9. Aditivos autorizados para la elaboraciôn del yogur
En base a lo establecido en el punto 2 del art. 2s del Decreto 
2519/1974, de 9 de Agosto, sobre entrada en vigor, aplicaciôn y -
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desarrollo del Côdigo Alimentario Espanol, la Direcciôn General 
de Sanidad, hoy Direcciôn General de la Salud Pûblica, es el or­
ganisme responsable de todo lo que afecte a les aditivos, en re- 
laciôn con cada grupo de alimentes o productos o para cases con­
cretes y determinados.
Per tal motive y como coraplemento de la Norma sobre yogur (yo 
ghourt), yogur azucarado, yogur edulcorado, yogur con frutas, 
con zurnes o con otros productos naturales y yogur aromatizado, 
aprobado per Decreto 705/1976, de 5 de M a r z o , quedan autorizados 
les siguientes aditivos;
- Colorantes
. Amarante (12 p p m)
. Azorrubina.
. Beta-Apo 8 carotenal.
. Esteres metîlico y etîlico del Scido Beta-Apo 8 carotenoico.
. Beta caroteno.
. Bija o Annato.
.'Clorofilas.
. Eritrosina (27 p p m ) .
. Indigotina (6 p p m) .
. Ponceau 4R (48 p p m ) .
. Amarillo de quinoleina.
. Riboflavina.
. Amarillo Sol FCF o amarillo ocaso (12 p p m ) .
. Tartracina (18 p p m ) .
. Curcumina.
. Caramelo (150 p p m ) .
. Cochinilla o âcido carmînico (20 p p m ) .
. Rojo remolacha o Betanina (250 p p m) .
. Pardo chocolate FB (30 p p m ) .
. Xantofilas.
Los colorantes que no llevan dosis especificas se emplearSn a
—  10 —





Sacarina y su sal sôdica y câlcica. 








A g a r .




Almidones comestibles y modificados.
3 gramos/Kg
— Conservadores
. Acido sôrbico y sus sales, sôdica, potâsi- 
ca y câlcica ............................... 600 p p m
Solos o combinados
- Acido benzoico y sus sales 
. Anhidrido sulfuroso ......
120 p p  m )
M l  
50 p p m )
(1) Como consecuencia de los fenômenos de transferencia.
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1.1.2. PROCESO DE ELABORACION
Antes de profundizar en el proceso de fabricaciôn pro­
pi amen te dicho, vamos a hacer r e f e r e n d a  a algunos de los factores 
mas importantes que influencian la producciôn industrial delyogur:
—  Consistencia y sabor
Las caracteristicas mas esenciales del yogur son la 
consistencia del producto, comprendiendo el concepto consistencia/ 
viscosidad, y el sabor. El gel debe ser muy firme y no debe presen 
tar grumos ni granos. Debe tener una apariencia lisa y brillante, 
con un sabor fresco, Scido y aromStlco. El pH debe ser entre 4,0 y
4,5.
—  Estandarizaciôn
El contenido en materia grasa en la fabricaciôn del 
yogur puede estandarizarse entre 0,5 y 4%.
El aumento de extracto seco total, especialmente el 
contenido en caseina, da a los productos IScteos fermentados mas - 
firmeza, disminuyendo la tendencia a la sineresis (separaciôn del 
suero).
—  Homogeneizaciôn
La homogeneizaciôn mejora la conservabilidad y la - 
consistencia de los productos fermentados. La firmeza del gel au- 
menta en razôn directa de la presiôn del homogeneizador, en tanto 
que la leche sea homogeneizada en su totalidad. La leche destinada 
a la fabricaciôn de yogur debe homogeneizarse a una presiôn de 
200 bar. y a una temperatura de 55-70? c.
La homogeneizaciôn mejora la cohesiôn estructural, 
pero tambiën confiera un sabor mâs acentuado impidiendo la separa- 
ciôn de la c r e m a .
—  Tratamiento tërmico
Los profesionales estSn casi siempre de acuerdo en 
que el tratamiento tërmico de la leche realza la calidad de las le 
ches fermentadas en los siguientes aspectos:
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. Mejora las propiedades de la leche como medio de 
cultivo para las bacterias IScticas.
. El coSgulo es mas firme.
. Se obtiene una viscosidad uniforme.
. Se disminuye la tendencia a la sinêresis del pro 
ducto terminado.
Los ensayos expérimentales asî como la prâctica - 
ban demostrado que las condiciones ôptimas del yogur se obtie- 
nen con un tratamiento tërmico de 90-959 C y una retenciôn de 3 
a 5 minutes en cambiadores de calor de plaças con tubos de re- 
tenciôn adecuados.
—  Preparaciôn del cultivo
La flora normal del yogur estS constituîda por 
el Lactobacillus hulgaricus y Streptococcus thermophilus que se desarro- 
llan normalmente bajo los efectbs de una acciôn simbiôtica.
El L. hulgaricus es un bacilo que contiene a veces - 
corpûsculos de volutina que acidifica a la leche a un pH medio 
de 3,8 (unos 15o9 D ) , en casos extremes su poder de acidifica- 
ciôn alcanza un pH de 3,2.
El Str. thermophilus como su nombre indica, se desarro 
lia a elevadas temperaturas. Su poder de acidificaciôn es mener 
que el del L. hulgaricus , de la lactosa llega a formar hasta el - 
1 por 100 de âcido ISctico.
En la practica se ha comprobado que los citados mi- 
croorganismos deben encontrarse en partes iguales para obtener 
un buen yogur.
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Un buen fermente de yogur no debe contener 
ninguna otra bacteria oue pueda ocasionar trastornos en la fermen 
taciôn.
La posible acciôn de bacteriôfagos es siempre 
una amenaza en un cultivo contaminado por estes virus, la produc- 
ciôn de âcido es lenta y la formaciôn de cuajada débil.
Una vez vistos algunos de los factores que se 
consideran como imprescindibles para una buena producciôn, pasa- 
mos a describir el sistema de fabricaciôn del yogur, comenzando - 
con un breve esquema que nos darâ idea de todo el proceso de ela- 
boraciôn:












La selecciôn de la materia prima es altamente im 
portante ya que es necesario una leche con alto contenido en pro 
teînas por razôn de su elevada densidad, y asî mismo es indispen 
sable evitar la presencia de sustancias inhibidoras de los gérme 
nés responsables de la fermentaciôn de la leche que nos va a dar 
como producto final el yogur.
La homogeneizaciôn se realiza con objeto de mejo 
rar el sabor e impedir la separaciôn de la grasa. Este proceso - 
reduce el taraano de los glôbulos grasos, pero aumenta el volOmen de 
las particules de caseina, con lo cual se forma el coSgulo blan- 
do; para evitar êsto, se realiza la homogeneizaciôn parcial con- 
siguiendo asî no variar la estructura de las proteînas.
Para la pasteurizaciôn, las temperaturas necesa- 
rias mînimas son de 85Q y hasta de 100e C; ësto es debido a que 
la albûmina y la globulina floculan a las temperaturas mayores - 
de 75e C, y sin embargo la caseina no se coagula a esos niveles.
La concentraciôn se va a realizar segGn la dens_i 
dad elegida, y ésta podemos obtenerla de dos maneras:
- Concentraciôn de la leche por sustracciôn de 
a gua.
- Adiciôn de leche en polvo o condensada; aquî 
debe tenerse la precauciôn de pasteurizar an­
tes de anadir el cultivo iniciador de la fer­
mentaciôn .
A continuaciôn se va a realizar el proceso de - 
siembra, en el cual la leche se enfria a 1 - 2 q sobre la tempera­
tura de incubaciôn y se siembra con cultivo en la proporciôn de]
2 al 3%.
Una vez realizada la etapa anterior, se produci-
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rS la fermentaciôn en los tangues durante un tiempo de 2 horas - 
30 minutos aproximadamente. De estos tangues pasa el producto 
por conductos cerrados hasta la mSquina de distribuciôn, lo que 
hace que la posibilidad de contaminaciôn sea casi nula, por rea- 
lizarse todo el proceso en circuito cerrado.
Penetrando ya en la fase de distribuciôn y enva­
sado, lo primero que hay que tener en cuenta es que el envase 
que vamos a utilizar esté en buenas condiciones de asepsia para 
a continuaciôn realizar el llenado de los envases.
En este proceso es en el que hay mayor posibili­
dad de contaminaciôn, pues este paso deberla realizarse en cSma- 
ras totalmente asépticas, condiciôn ésta que actualmente en Espa 
ha no se cumple en todas las factorias productoras de yogur.
Posteriormente se procédé al tapado de los enva­
ses, conservaciôn y comercializaciôn.
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1.2. ALIMEMTO CONTAMINADO Y ALIMENTO NOCIVO: DEFINICION
Segun el Côdigo Alimentario Espanol cuyo texto se aprobo por 
el Decreto 2484/1967, de 21 de setiembre, se define:
ALIMENTO CONTAMINADO
" Tendrâ consideraciôn de contaminado todo alimente que - 
" contenga gérmenes patdgenos, sustancias quimicas o ra-- 
" dioactivas, toxinas o parâsitos capaces de produc i r o 
" transferir enfermedades al hombre o a los animale s. -
" No sera obstaculo a tal c o n s i d e r a c i ô n , la circunstancia 
" de que la ingestiôn de tales alimentes no provoque tra£ 
" tornos en quienes los hubieran consumido."
ALIMENTO NOCIVO
Tendrâ la consideraciôn de alimente nocive todo aquél - 
que :
a) Cuando utilizado con criterio de normal prudencia y 
conforme a las prescripciones de su preparaciôn y em- 
pleo o en cualquiera de las formas que se ajustan a 
prâcticas de elemental previsiôn produzcan efectos per- 
judiciales en el consumidor.-
b) Cuando aûn no siendo perjudiciales a su inmediato 
consumo, se puede prover que su ingestiôn repetida en- 
trana peligro para la salud sin que ello obedezca a su 
uso i nmoderado o inoportuno o a un consumo irreflexivo 
del mi smo . -
Cuando aùn go siendo nocivos para el consumidor medio - 
lo es o puede serlo para un grupo determinado de con su -
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" m i dores (lactantes, e m b a r a z a d a s , d i abéticos ...) al que 
" van e s p e c i a l m e n t e  desti n a d o s . "
Evidentemente el yogur, en determinadas circunstancias puede 
resultar no solamente un producto contaminado sin6 un alimento - 
nocivo, encerrando un especial peligro su consumo, para personas 
enfermas, ninos y ancianos.
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1.3. EL YOGUR COMO SUSTRATO PARA EL CRECIMIENTO DE HONGOS
El crecimiento y desarrollo de los microorganismos que inter- 
vienen en la fermentaciôn que conduce a la elaboraciôn del yogur 
depende, de una parte, de los caractères del propio agente micro- 
biano y de otra de las que suministra el sustrato fermentable.
Ambos factores son muy importantes en nuestro estudio y exi—  
gen una consideraciôn previa, pero de una manera principal debe-
mos referirnos a los caractères de la microflora contaminante.
El yogur es una leche fermentada résultante de la acciôn que 
sobre ella producen el Lactobacillus hulgaricus y Streptococcus thermophi­
lus modificando los componentes normales de la leche. La lactosa 
se transforma parcialmente en âcido lâctico y los prôtidos sufren 
un comienzo de peptonizaciôn que mejora su digestibilidad.
Bâsicamente su composiciôn es:
Materia grasa .........................  2%
Solidos totales ......................  10,98%
Proteînas totales ....................  3,45%
Carbohidratos .........................  5,15%
Cenizas ................................  0,75%
Algunas de sus principales caracterîsticas son:
Un pH âcido, que puede estar comprendido entre 3,5 y 4,5. 
Su temperatura de incubaciôn es alrededor de 45% C, tempe 
ratura en la que la leche cuajada alcanza su mayor grado de aci- 
dez.
La temperatura de almacenamiento es de 1-5Q C.
Goodenough y Kleyn, citados por Jap (1978) hallaron ûnicamente
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trazas de glucosa a lo largo de la fermentaciôn del yogur, mien- 
tras que la galactosa aumentaba desde una concentraciôn inicial 
de trazas hasta 1,6%. Las muestras de yogures comerciales presen 
tan solamente trazas de glucosa, mientras que la galactosa varia 
entre limites de 1,5 a 2,5%.
Dado que el yogur es una leche fermentada se considéra un 
alimento inestable, puesto que incluso a baja temperatura, los 
gérmenes que contiene pueden desarrollarse o producir cambios 
bioquimicos.
Por esta razôn se estabilizan los productos fermentados me- 
diante un tratamiento térmico capaz de destruir totalmente , o 
en parte, su poblaciôn microbiana.
Con respecto a este punto existen actualmente dos teorîas 
sostenidas por diversos autores y que son reflejadas por Veisse^ 
re (1980):
a) La presencia de un nùmero determinado de microorgani^ 
mos en el yogur, puede contribuir a la defensa del organisme con 
tra algunos gérmenes indeseables o a la apariciôn de reacciones 
inmunitarias no especificas.
b) Otros autores consideran que el interés nutritive de 
las leches fermentadas y principalmente del yogur reside en la 
actividad metabôlica de los gérmenes en el memento de la prépara 
ciôn del producto: hidrôlisis de las proteinas, degradaciôn de 
la lactosa, elaboraciôn de compuestos diversos facilmente asimi- 
lables por el organisme humane.
Estos microorganismos, Lactobacillus hulgaricus y Streptococcus ther 
mophiîus tienen las siguientes propiedades:
Lactobacillus hulgaricus es una bacteria lâctica homofermenta
*
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tiva que se desarrolla optimamente entre 45 y 50° C, acidifican­
do fuertemente el medio. Puede formar hasta un 2,7% de Scido ISc 
tico en la leche.
Streptococcus thermophilus se reproduce bien entre 37 y 40q c 
pero también se desarrolla a 50S C. Es una especie homofermenta- 
tiva termorresistente que sobrevive a un calentamiento a 65s C 
durante 30 minutos, puede ser destruîda por un fago termorresis- 
tente.
Ambos gérmenes son microaerofilos y soportan muy bien los me
dios Scidos (pH de 4 a 4,5). En el yogur conviven en estrecha
simbiosis y cuando se cultivan conjuntamente, producen mas Scidc
ISctico que cuando crecen aislados.
Lactobacillus hulgaricus favorece el desarrollo de Streptococcus - 
thermophilus. El lactobacilo proteolltico, obtiene ciertos amino- 
acidos de la caseina, los cuales activan el desarrollo de los 
streptococos. La valina es uno de los importantes.
Al comienzo de la preparaciôn, el pH de la leche es favora­
ble a los streptococos y êstos predominan y ponen en marcha la - 
fermentaciôn ISctica. La acciôn caseolltica de los lactobacillus 
estimula el desarrollo de los streptotocos. Al prolongar la aci­
dif icaciôn, el pH de la leche se vuelve poco favorable para los 
streptococos, que progrèsivamente son reemplazados por los lactc 
bacillus.
En 1968, se demostrô que Str. thermophilus también estimula el 
crecimiento del lactobacilo produciendo un metabolito que puede 
ser reemplazado por el Scido fôrmico. Este efecto sôlo puede evi 
denciarse en la leche sometida a un calentamiento moderado, pues 
un calentamiento pronunciado provoca la formaciôn de Scido fôrmi 
co a partir de la lactosa.
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Los microorganismos del yogur participan en la viscosidad - 
que présenta el yogur tras el batido. Segûn las cepas utilizadas 
las cantidades de mucus elaboradas por L. hulgaricus son muy varia 
b l e s .
Pasamos ahora a estudiar las caracter1sticas principales de 
los hongos, como agentes contaminantes, en torno a los que gira 
el interés de nuestro estudio.
Los hongos son microorganismos eucariôticos, quimiorganotrô- 
ficos, unicelulares (levaduras) o pluricelulares (mohos) que se 
caracterizan por poseer paredes rigidas que contienen celulosa 6 
quitina o ambas presentan reproduceiôn sexual y asexual.
Von Arx (1981) por razones prScticas establece una clasifica 
ciôn de todos los hongos y organismos semejantes a ellos en un 
reino polifilético.


















Ya que en el phylum Eumycota se encuentran los hongos verdade 
ros y al ser estos el objeto de nuestro estudio, podemos resumir 
sus caracteristicas esenciales en:
. Seres eucarioticos, es decir, tienen el nucleo separado del 
citoplasma por una membrana nuclear.
. El soma puede estar constituldo por una célula en el caso - 
de las levaduras o por un micelio mas o menos complejo en 
los mohos.
. Estân provistos de pared celular con quitina y otros polisa 
câridos.
. Presentan tanto reproduceiôn sexual como asexual.
. Matabôlicamente difieren de las algas por carecer de cloro- 
fila, son heterotrofos y la mayor parte aerobics estrictos.
Caracteristicas y descripciôn de las diferentes clases
CLASE ZVc o m y CETES
El nombre de zygomicetes viene dado por la capacidad de produ 
cir una espora de resistencia de origen sexual llamada zygospora.
La zygospora résulta de la fusiôn compléta de gamentagios. Su 
formaciôn es el caracter principal de los représentantes de esta 
clase, sin embargo se incluyen dentro de ella especies en las que 
no conociéndose la forma sexual de reproducciôn, presentan otros 
caractères que justifican tal posiciôn. Entre nuestros caractères 
se destacan principalmente la producciôn de esporangios, conidios 
caracteristicos y la ausencia de células môviles.
La mayorla de los micôlogos consideran a esta clase como grupc 
natural ya que en su definiciôn entran caractères ecolôgicos, fi- 
siÔlogicos y biolôgicos.
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Por tanto, las dos caracterIsticas principales de los zygomy­
cetes son :
- Reproducciôn sexual, la realizan por medio de copulaciôn ga 
mentSgica, que da como resultado la formaciôn de una zygos­
pora .
- Reproducciôn asexual, tiene lugar por medio de esporas no - 
môviles.
CLASE ENDOMYCETES
En esta clase estân incluîdas las levaduras y hongos levadur^ 
formes, ademâs de algunos hongos parâsitos incluîdos hasta ahora 
en Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes.
No tienen cuerpos fructîferos o himenios. El micelio estâ au- 
sente o reducido. Producen blastoporas o artrosporas.
CLASE ASCOMYCETES
Los caractères generates de la clase son:
- Su micelio es septado.
- No presentan células flageladas.
- Forman un cuerpo fructifère sobre el cual se forman los - 
a s c o s .
- El asco es el caracter principal, siendo una estructura - 
en forma de saco que contiene una ca n t idad generalmente 
determinada de ascosporas, las cuales se producen como re 
sultado de un proceso de cariogamia y meiosis. Tipicamen- 
te se forman ocho ascosporas por asco, pudiendo variar es 
te nûmero, segQn la especie de uno hasta mas de mil.
La producciôn de ascos es el carâcter mas importante de la - 
clase, como ya se ha dicho, de tal forma que si un hongo produce 
sus esporas dentro de ascos, lo podemos incluir dentro de esta
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clase, sin considerar ningùn otro caracter, sin embargo en caso 
contrario no puede ser colocado con propiedad dentro de ella.
Los Ascomycetes en general, tienen dos fases reproductoras - 
distintas, el estado sexual, a menudo llamado estado ascigeno 6 
perfecto y el estado conidial o asexual, a menudo designado como 
estado imperfecto.
Dado que muchos Ascomycetes, particularmente los parâsitos, 
forman ascoarpos una vez al ano, lo normal es encontrarlos en su 
estado conidial, y como ya se ha dicho que el carâcter taxonômi- 
co definitive en esta clase es el estado ascal, nos encontramos 
con esta dificultad a la hora de su identificaciôn. Dificultad 
que se resuelve incluyendo a estos hongos dentro de los Deutero­
mycetes. De esta forma podemos identificar un moho en su estado 
conidial sin necesidad de conocer su estado ascal. Constituyendo 
asî una clase forma, Deuteromycetes y dentro de ella tendrémos - 
los distintos géneros forma.
CLASE BASIDIOMYCETES
Es la clase mas evolucionada. Son los hongos llamados supe—  
riores.
Se diferencian de los demâs hongos en que producen sus espo­
ras, llamadas basidiosporas en la parte externa de una estructu­
ra productora de esporas, el basidio.
Las basidiosporas son generalmente unicelulares y haploïdes. 
En cada bsidio se produce un nùmero determinado de basidiosporas 
generalmente cuatro.
El micelio estâ formado por hifas tabicadas bien desarrolla- 
das que penetran en el sustrato. En algunas formas, las hifas se 
disponen paralelamente y se reûnen para formar gruesos cordones
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de micelio, denominados rizoraorfas.
El micelio de la mayorla de los Basidiomycetes pasa por très 
estadios distintos de desarrollo, primario, secundario y tercia- 
rio para que el hongo complete su ciclo de vida.
CLASE DEUTEROMYCETES O FUNGI IMPERFECTI
Dentro de este grupo, incluîmos a los hongos que por su es­
tructura general y reproducciôn asexual se parecen a los Ascomy­
cetes o a los Basidimycetes, pero en los que no ha sido observa- 
do su estado sexual. A esta clase forma se la conoce como Fungi 
Imperfecti.
Los estados conidiales de la mayorla de los hongos de este - 
grupo, son similares a los estados conidiales de algunos Ascomy­
cetes bien conocidos, lo cual hace suponer que con pocas excep- 
ciones, los hongos imperfectos representan estados conidiales de 
Ascomycetes cuyos estados ascîgenos se forman tan raramente en 
la naturaleza que no han sido encontrados, o bien en la evolu- 
ciôn de estos organismos, han desaparecido de su ciclo biolôgico.
En unos pocos casos, los estados perfectos que se han descu—  
bierto pertenecen a Basidiomycetes.
Por tanto podemos considerar a los Fungi Imperfecti, como es­
tados conidiales de Ascomycetes o mas raramente de Basidiomyce­
tes, cuyos estadios sexuales no se han descubierto o bien ya no 
existen, por pérdida evolutiva en su ciclo biolôgico.
Pasamos ahora a hacer un estudio de las principales caracte—  
rîsticas de los hongos que constituyen esta clase forma.
Caractères générales
Son un grupo de organismos vivos desprovistos de clorofila.
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Tienen por lo general paredes celulares bien definidas, son gene 
ralmente inmôviles, aunque pueden tener células reproductoras mô 
viles y se reproducen por medio de esporas. Son por lo general 
filamentosas y multicelulares.
Los filamentos que constituyen el cuerpo de un hongo se alar- 
gan por crecimiento apical, pero la mayor parte del organisme es 
potencialmente capaz de crecimiento y un pequeno fragmente de - 
cualquier parte del hongo es suficiente para comenzar un nuevo 
individuo.
Nutriciôn y crecimiento
Obtienen su alimento como parâsitos, pudiendo vivir sobre sus 
tancias orgânicas muertas. La mayorla de los hongos conocidos, 
parâsitos o no, son capaces de vivir sobre materia orgânica muer 
ta, como lo demuestra el hecho de poder cuitivarlos artificial- 
mente sobre medios sintéticos.
Los hongos se diferencian de la mayorla de las plantas verdes 
por requérir alimento ya elaborado, pues son incapaces de sinte- 
tizarselo ellos mismos. Pero cuando disponen de carbohidratos en 
cualquier forma, preferiblemente glucosa, sacarosa o maltosa, la 
mayorla de los hongos puede sintetizar sus propias proteînas, 
utilizando fuentes inorgânicas de nitrogeno y diversos elementos 
minérales esenciales para su crecimiento. Los estudios de labora 
torio han establecido que el C, O, H, N, P, K, M g , S, B, M n , F o , 
Fe y Zn son necesarios para muchos mohos. Como régla general, la 
glucosa es la mejor fuente de N, siguiéndole los compuestos amo- 
niacales y los nitratos.
La mayorla de los hongos crecen entre OQ y 35Q C, pero las - 
temperaturas ôptimas estân entre 20s y 30s C. Se ha demostrado 
la capacidad de algunos hongos para soportar, por lo menos duran 
te unas pocas horas,'temperaturas extremadamente bajas (-195SC).
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En contraste con las bacterias, los hongos prefieren un medio 
Scido para su crecimiento, siendo el ôptimo alrededor del pH 6 .
Aunque la luz no es necesaria para el crecimiento de los hon­
gos, résulta esencial para la esporulaciôn de muchas especies.
La luz también desempena un papel en la dispersion de las es­
poras, ya que en muchos hongos los ôrganos portadores son positif 
vamente fototrôpicos y descargan sus esporas hacia la luz.
Estructuras somaticas
El talo de los Fungi Imperfecti estS constituido por hifas - 
bien desarrolladas, tabicadas y ramificadas. Las células son por 
lo general multinucleadas. Los tabiques son perforados y permi- 
ten la circulaciôn de las corrientes citoplasmSticas como tam­
bién la migraciôn de nûcleos de una célula a otra.
Bsporulaciôn
Esporulan tan rapidamente en medios de cultivo como en la na­
turaleza .
En general los conidios que nacen directamente de las hifas - 
esporulan antes que los que se forman sobre estructuras comple- 
jas (picnidios, esporangios o sinemas).
Todos los factores corrientes, como temperatura, nutriciôn pH, 
luz, etc. ... afectan la esporulaciôn.
Se ha comprobado que exposiciones cortas a la irradiaciôn ul- 
travioleta estimulan la producciôn conidial en muchos hongos im- 
perfectos.
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Morfologîa de las estructuras reproductoras
—  Picnidio: En ciertos grupos de hongos imperf ectos los coni^ 
dios se producen en cuerpos globosos o en forma de botella. La 
pared es pseudoparenquimatosa. Los picnidios pueden estar comple 
tamente cerrados o tener una abertura: ostiolo.
Pueden ser uniloculados, simples o labirintiformes.
Kempton en 1919, citado por Alexopoulos (1976) encontrô que - 
este grupo de hongos utiliza très métodos para producir los pic­
nidios :
a) Meristogeno simple: el picnidio se origina de la division 
de una célula simple o de una cantidad de células vecinas 
pertenecientes a la misma hifa.
b) Meristogeno compuesto: las células de diverses hifas adhe- 
ridas se dividen para formar el picnidio.
c) Sinfogeno: una cantidad de ramas hifales crecen hacia un - 
punto comûn y se entretejen para formar el esbozo picni- 
dial.
—  Acervulo: Es un estrato chato, descubierto de conidioforos 
generalmente cortos que crecen unos al lado de otros y nacen de 
una masa de hifas mas o menos estromâticas.
El modo de formaciôn del acervulo es el mismo que el picnidio 
con los très tipos: meristogenos simples, compuestos y sinfôge- 
nos. Esto explica por qué se producen en algunos hongos de difî- 
cil clasificaciôn formas intermedias entre picnidios y acervu- 
los.
—  Esporas: Se producen asexualmente y por lo general se 11a- 
man conidios. SegGn su origen son: microconidios, clamidosporas,
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atrosporas, blastoporas, fialosporas (se forman en sucesiôn des 
de una estructura fialide en forma de botella), porosporas (es­
poras producidas por los poros de un conidio), etc.
Los conidios también se designan por su forma y estructura. 
Asî tenemos: dictiosporas, escolecosporas, helicosporas.
LEVADURAS
Las levaduras aunque estân incluîdas dentro de las clases ya 
mencionadas, nosotros las estudiamos en un grupo aparté, por te 
ner la caracterîstica de haber perdido en gran parte su forma 
miceliar de crecimiento.
Poseen un talo predominantemente unicelular, se reproducen - 
asexuadamente por gemaciôn, divisiôn transversal (fisiôn) o por 
ambas y producen ascosporas en un asco desnudo que se origina 
de un zigoto o partenogenéticamente de una sola célula somâti- 
ca. También hay formas en las que no se conoce la producciôn de 
ascosporas. Muchas levaduras han perdido su capacidad de formar 
ascosporas o solo pueden formarlas en condiciones que todavîa 
son desconocidas. A estas levaduras se las denomina asporôgenas 
y es en las que vamos a centrar nuestro estudio.
A las levaduras se las conoce sobre todo por su capacidad de 
fermentar azûcares, su producciôn de alcohol y CO^ y su alto - 
contenido en vitaminas.
Estructuras somaticas
Son unicelulares. Poseen pared celular bien definida y un nu 
celo pequeno rodeado de citoplasma. Una gran vacuola ocupa gran 
parte de la célula, habiendo otras inclusiones en el citoplas­
ma .
»>
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Estudios electromicroscôpicos parecen demostrar que la es—  
tructura general de la célula de la levadura es comparable a la 
de otras células.
Varian de forma segûn la especie y aûn dentro de la misma; 
pueden ser globosas, ovoides, elongadas o rectangulares.
A veces forman un seudomicelio. Observadas individualmente, 
las células de las levaduras parecen incoloras, pero cuando se 
las cultiva en medios artificiales sôlidos producen colonias 
blancas, color crema, o estân tenidas conplgmentos castanos. E^ 
tos caractères son ûtiles en la taxonomîa, por ser un grupo muy 
difîcil de clasificar.
Una vez realizado el estudio anterior podemos comprobar que 
cada dia tiene una mayor importancia el estudio de la micoflora 
del yogur, puesto que reûne unas condiciones idôneas para el - 
crecimiento y desarrollo de los hongos, que pueden producir no 
sôlamente alteraciones fisiolôgicas en el hombre, sinô el dete- 
rioro del propio producto. Lo cual es también altamente intere- 
sànte desde el punto de vista industrial.
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J .4. EL YOGUR COMO SUSTRATO PARA LA FORMACION DE AFLATOXINAS
Como ya dijimos en el apartado anterior los mohos pueden ser 
capaces de crecer y desarrollarse sobre alimentes, elaborando —  
productos metabôlicos de poder toxicogénico para el hombre y los 
animales. Estos metabolites son las llamadas micotoxinas en gene 
r a l .
Todas las sustancias tôxicas producidas por hongos entran - 
perfectamente en esta denominaciÔn, si bien su significado prac­
tice es distinto segûn el tipo de mohos que los producen, o que 
las sustancias tôxicas sean extracelulares (exotoxinas) o intra- 
celulares (endotoxinas).
Hay que puntualizar que no todos los hongos son capaces de - 
producir micotoxinas y que la cantidad de éstas es muy variada. 
Por otra parte los factores que rigen el crecimiento de un hongo 
no son necesariamente los mismos que favorecen la producciôn de 
sustancias tôxicas.
Muchos autores manifiestan que con un contenido en agua del 
sustrato entre un 15 y un 20% se pueden obtener fuertes concen—  
traciones de toxina, aunque la contaminaciôn sea relativamente 
baja; y en cuanto a la temperatura, mientras que la ôptima de 
crecimiento estâ alrededor de 306 c , pudiendo un hongo esporu—  
lar hasta los 468, la producciôn de toxina alcanza un mâximo en 
tre 20 y 25s C, con unos limites de 13 a 41s c.
Dentro de este amplio grupo de micotoxinas hay que destacar 
unos exotoxinas o mas propiamente tôxicos elaborados p o r Aspergi­
llus -^ 'avus y Aspergillus parasiticus denominadas Aflatoxinas.
El nombre de Aflatoxinas hace referencia al hongo A. flavus, - 
considerado en principio como el ûnico agente productor de la en
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feritiedad X de los paves, diagnosticada en Inglaterra en 1961.
El mécanisme de sîntesis de las micotoxinas no estâ perfecta 
mente determinado. Debemos mencionar la hipôtesis de diversos au
tores como Mateles, Wogan, Holker y Biollar, citados por Gol-
blatt (1968), los cuales proponen como via inicial de formaciôn 
de aflatoxinas un acetato. Este acetato a su vez podrîa sinteti- 
zarse a partir de varias sustancias como son la glucosa, los âc_i 
dos grasos o los aminoScidos.
Las alfatoxinas, como metabolites secundarios, se forman al 
final de la fase exponencial de crecimiento.
En general la producciôn de aflatoxinas sigue un camino para
lelo al desarrollo del micelio. Las condiciones de apariciôn vie 
nen determinadas por:
—  Temperatura: la ôptima sobre el cacahuète es de 25s, en 
cambio sobre el arroz es de 286, un exceso de temperatura alrede 
dor de los 40s inhibe la producciôn y una temperatura baja de 
15s C la disminuye sensiblemente, encontrândose sin embargo cier 
tas cepas que la producen en refrigeradores alrededor de 5-7s C.
—  Humedad: el contenido en agua del sustrato juega un pa­
pel que estâ en relaciôn a las posibilidades de desarrollo del 
micelio y estâ en intima relaciôn con la temperatura. Se sitùa 
como bueno entre 15% y 30% de humedad en el sustrato, condicio—  
nés que se dan en muchos productos alimenticios.
—  Oxigenaciôn: La aireaciôn puede provocar un aumento de - 
micelio pero al mismo tiempo una degradaciôn de las toxinas, y 
el anhidrido carbônico reduce el crecimiento y en consecuencia 
la producciôn de toxina.
—  lones minérales: Estimula la producciôn el zinc, cadmio.
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magnesio y hierro, no influyen el cobalto, cromo, calcic y manga­
nese, actuando el acetato de bario como inhibidor.
—  pH del medio : Su ôptimo estS entre 4 y 5.
El aislamiento y caracterizaciôn de los diferentes tipos de - 
toxinas incluîdas en el llamado grupo de aflatoxinas, fue realiza 
do por Hartley y colaboradores (1963), determinando la existencia 
mediante cromatografîa de capa f i n a , de cuatro compuestos llama­
dos aflatoxinas , G ^ .
Las fôrmulas moleculares fueron establecidas mediante determi^ 
naciôn de los espectros de absorciôn ultravioleta, infrarrojos,re 
sonancia magnética nuclear y e spectometria de masas.







AFLATOXINA B, AFLATOXINA G.







Allcroft y Carnaghan en 1963, citados per Moreau (1974), en 
sus bûsquedas de eventuales compuestos tôxicos en la leche y car 
ne de vaca, encuentran unas sustanclas capaces de ocasionar le- 
siones semejantes a las aflatoxinas. Denominaros a estas sustan- 
cias a latoxina y M 2 . Descubrièndose posteriormente que la 
Aflatoxina M^ era la hidroxi-4 aflatoxina y la aflatoxina M 2
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Nabney y colaboradores en 1967, citados per Heathocote(1978) 
aislan un componente verde fluorescente de la orina de la oveja, 
al cual se le considéra como una hidroxiaflatoxina G. En el mis- 
mo ano Puchase y Theron realizan una aislaciôn similar en la ori^ 
na de las ratas, y la denominan aflatoxina G M ^ . Hibbert encuen- 
tra un nuevo metabolito con fluorescencia verde, el cual se sepa 











Patterson llamô la atenciôn sobre la posibilidad de que el 
hemiacetal de la aflatoxina pudiera ser formado in vitro por 
hîgados homogeneizados o por tratamiento de la aflatoxina 
con âcido diluîdo. Se comprobô que efectivamente ësto era posi- 
ble y de acuerdo con la nomenclatura existente se las denominô 











Dos nuevas hidroxiaflatoxinas, una de fluorescencia azul y 
otra verde, eran aisladas de cultives de Aspergillus flavus Por Du 
tton t Heathocote (1978) en 1966. Los compuestos eran caracter_i 
zados de modo inequîvoco y demostraban ser hidroxi-derivados de 








AFLATOXINA G 2 a
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En 1969, otro compuesto azul fluorescente era aislado por 
Heathocote y Dutton, de un extracto de cultivo lîquido de levadu 
ras con una cepa de Aspergillus flavus. El metabolito era mas polar 
que la aflatoxina encontrada por cromatografîa en capa fina.
A esta estructura molecular se la denominô Aflatoxina B
3"
De un cultivo de Aspergÿllus parasiticus fue aislado un compue^ 
to exactamente igual a la aflatoxina a la que se llamô paras! 
ticol. Resultado de que una cepa de A. parasiticus (N.R . R.L.2999) 
que producîa este compuesto era aparentemente idëntico con la ce 




AFL A TO X IN A  B.
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El aflatoxicol o aflatoxina R^, es un compuesto aislado in- 
dependientemente por dos grupos diferentes de trabajos, como un 
producto de degradaciôn de la aflatoxina por varios microorga 
nismos. Posee la fluorescencia propia de la aflatoxina y tie- 






La aflatoxina estS producida en trazas por la 0-demetila- 
c;i6n de la aflatoxina B^ durante el metabolismo animal. Esta e s ­
tructura ha sido establecida por sîntesis quîmica, la cual era




La aflatoxina es una nueva aflatoxina encontrada al ser me- 
jor metabolito de aflatoxina B^ que es producida por microsomas de 
mono e higado humano in vitro. Su fôrmula molecular es ,
correspondiendo a la estructura:
OH
OCH
0  H 0
AFLATOXINA
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La acciôn tôxica de las aflatoxinas a nivel bioquîmico afec- 
ta a los Scidos nucleicos y a la formaciôn de las proteînas, pu- 
diendo considerarse como un inhibidor de sîntesis que a dôsis al^  
tas provocarîan inhibiciones totales y a dôsis pequenas permiti- 
rîan obtener efectos progresivos. Las etapas sucesivas de la ac­
ciôn de las alfatoxinas sobre la célula hepâtica ban sido esque- 
matizadas por Clifford y Res siendo cada uno de los estadios con 
secuencia de los efectos de la etapa precedente:
a) Interacciôn con ADN e inhibiciôn de las polimerasas res­
ponsables de la sîntesis del ADN y ARN.
b) Suspensiôn de la sîntesis del ADN ya que las moléculas de 
este âcido, présentes en los nûcleos de las células, ya 
no pueden servir de modelo para la duplicaciôn.
c) Reducciôn de la sîntesis del ARN e inhibiciôn del ARN men 
sajero afectando en mayor proporciôn al contenido cito- 
plâsmico que al nuclear.
d) Alteraciones de la morfologîa nuclear.
e) Reducciôn de la sîntesis de las proteînas como consecuen-
cia de las inhibiciones précédantes.
La acumulaciôn de lipoproteînas y degeneraciôn grasa del hi­
gado , tendrîa su origen en la perturbaciôn del metabolismo pro- 
teico.
Ofrece interés especial su actividad cancerîgena sobre la cë 
lula hepâtica ya que ha permitido el estudio de las caracterîst^ 
cas de la célula cancerosa, al ser la fase de inducciôn del pro- 
ceso muy breve sobre todo en animales jôvenes y las cantidades - 
précisas para produpir esta acciôn, muy pequenas.
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Las aflatoxinas es uno de los canrerîgenos mas activos cono- 
cidos por via bucal, la absorciôn fraccionada de 2,5 mg a lo lar 
go de unos tres meses produce al cabo de un ano nn cSncer de hi­
gado. Si lo comparâmes con la cantidad de colorante azoico capaz 
de producir efectos semejantes verémos que la dôsis inductoia —  
séria 1.800 veces mayor.
La acciôn de la toxina se concrete en la apariciôn de carci­
nomas hepatocelulares multicéntricos proporcionales a las canti­
dades de aflatoxina ingerida.
Tiene influencia en su acciôn una dieta déficiente de grasa 
y es muy probable que actûe como un precancerigeno que es trans- 
formado en un compuesto activo por los enzimas de los microso­
mas .
A la vista del poder cancerigeno de la aflatoxina , la mas 
activa de todas las conocidas, cabrîa atribuir la actividad can- 
cerigena en la coexistencia del nûcleo de dihidrofuro-furSnico y 
la fracciôn lactona pudiendo existir "epoxidisaciôn" de la molë- 
cula a nivel del doble enlace que existe en la parte terminal di 
furânica de las fôrmulas de las aflatoxinas B ^ , y y falta 
en las aflatoxinas Y , lo que explicarîa la menor actividad 
de estas ûltimas.
Finalmente la localizaciôn de los tumores puede no ser ûnica 
mente hepâtica, siendo posible la apariciôn en glandulas estoma- 
cales y pulmôn, lo que induce a pensar que las aflatoxinas puede 
resumirse en dos efectos:
—  Unos fenômenos de toxicidad aguda y de acciôn râpida.
—  Un proceso lento de carcinogenesis.
No afectando exactamente igual a todos los animales, jugando
»>
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su importancia factores de edad, alimentaciôn y especie, que se 
traduce cas! siempre en la capacidad del animal de retener, me- 
tabolizar o excretar las sustanclas tôxicas.
Habiendo realizado un breve estudio de las caracterîsticas 
principales de las aflatoxinas y recordando las caracterîsticas 
propias del yogur citadas en el apartado 1.3. podemos ver que - 
el yogur podrîa ser un buen sustrato para la formaciôn de afla­
toxinas, ya que, en general, es un buen sustrato para el desa- 
rrollo de los bongos y también para aquêllos que son potencial- 
mente toxicogénicos.
Por otra parte, el Ï>H del yogur, siempre superior a valores 
de 3,5 a 4 permite teôricamente la sîntesis de estos metaboli­
tes altamente tôxicos, que son las aflatoxinas.
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1.5. ANTECEDENTES HISTORICOS
El origen del yogur data de épocas muy remotas. Se cita ya 
a los fenicios como conocedores del mismo, aunque parece ser que 
su ârea inicial de origen se halla situada en la regiôn de los - 
Balcanes y la Turquia Asiâtica, donde sus habitantes preparaban 
el mismo por acidificaciôn espontSnea de la leche.
Las primeras noticias de su introducciôn en los paîses o c ­
cidentales apuntan hacia un mêdico judio, oriundo de Constantino 
pla, quien en la primera mitad del s. XIV consiguiô solucionar 
un problema de trastornos intestinales a Francisco I, rey de 
Francia.
No divulgô el secreto del preparado y fue preciso esperar 
hasta el présente siglo para conocer y apreciar este derivado - 
IScteo.
Fue gracias a los trabajos de Metchnikoff del Institute - 
Pasteur en 1907, citado por Davis (1974) cômo este producto al- 
canzô popularidad y difusiôn, ya que llegô a asegurar que de su 
consum se derivaba en buena medida la longevidad hum a n a , apor—  
tando como justificaciôn numerosos casos de longevidad en habi­
tantes de las zonas tradicionales de consumo.
Ya en 1901 Beljerinck, citado por Tittsler (1952) , estudia 
el yogur y propone la denominaciôn de Laatohaaillus y Lactococnus a - 
los microorganismos responsables de la fermentaciôn del yogur.
En 1919 Orla-Jensen, citado por Tittsler (1952), sugiere - 
la separaciôn de las especies homôfermentativas de los tipos hete 
rofermentativos y propone darles nuevos nombres.
En 1926 Orla-Jensen (Tittsler, 1952) incluye los dos géne- 
ros antes mencionados dentro de la familia Lactobacillaceae,afir
»>
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mando que eran unos bacilos largos acidolâcticos.
Desde que en 1901 Beljerinck denominô Laatocoaaus a uno de - 
microorganismos indispensables en la elaboraciôn del yogur, hasta 
1937 en que Sherman propuso el nombre definitive de Streptococcus , 
fueron muchos los autorés que propusieron diverses nombres.
A pesar de todo, en Estados Unidos y CanadS el éxito del yo 
gur no se alcanza hasta bien entrados los ahos cuarenta de este 
siglo, y algo parecido sucediô en otros muchos palses occidenta­
les .
Wilson y Miles (1976) estudian los principios de la bacte—  
riologîa e inmunologia.
Posteriores trabajos estudian la calidad microbiolôgica des 
de el punto de vista de la contaminaciôn en el yogur, como por - 
ejemplo el estudio sobre Salmonella en yogur por Hobbs en 1972, ci^  
tado»por Robinson (1981) el realizado sobre Staphylococcus por Thus, 
Arnott en 1974 (Robinson, 1981).
Aunque con respecto a las investigaciones en torno a la mi- 
croflora del yogur hay numerosas referencias bibliogrSficas, hay - 
que destacar la gran ausencia de estudio sobre la micoflora de e^ 
te producto.
Con respecto a los antiguos autores, solamente nos hemos en 
contrado una cita sobre la contribuciôn de las levaduras en la - 
elaboraciôn de otro producto IScteo: el kefir, que data de 1889 y 
cuyo autor Beljerinck es citado por Tittsler (1952). Este trabajo 
afirma que el kefir es una mezcla de bacterias acidolScticas, le­
vaduras y formas esporuladas.
En la actualidad, pese a la importancia del yogur por su - 
gran consumo, conocemos muy pocos investigadores que hagan refe-
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rencia al estudio que nos ocupa.
Entre ellos podemos citar a Davis (1971), el cual introduce 
la idea de que la contaminaciôn por levaduras puede tener grandes 
repercusiones.
A Tilbury ( 1974) , el cual liace un estudio taxonômico de las 
levaduras encontradas en el yogur y otros productos lâcteos. Y a 
un numeroso grupo de autores como son Hup (1973), Koburger (1975) 
Martinez Pardo (1978), Rodriguez Ferri (1978), etc., ... los cua 
les al estudiar la microflora del yogur incluyeron la micoflora - 
desde un punto de vista cuantitativo y someramente cualitativo.
Pese a que en los tiempos actuales, debido a la tecnologla 
moderna, se nos garantiza una mayor y mejor calidad del producto, 
hay que tener en cuenta un problema relacionado con la micoflora: 
la micotoxicosis y dentro de ella la aflatoxicosis.
Son muchos los trabajos realizados sobre este tema en p ro—  
ductos lâcteos, principalmente en queso y leche.
AsI podemos destacar los realizados por Purchase (1967,68) , 
Massi (1968), Schuller (1973), Coded (1975), Kiermeier (1976,77), 
Polzhofer (1977), Van Egmond (1977), Sutic (1978), Stubblefield 
(1979).
Sin embargo en el producto sobre el que estamos estudiando 
solamente hemos podido encontrar un trabajo, que ha sido el realj. 
zado por Polzhofer en 1977.
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II. OBJETO E INTERES
Dada la ausencia de estudios expérimentales sobre el tema que 
nos ocupa, el objeto de este estudio y su posible interés radica 
en llegar a un mejor conocimiento de la micoflora del yogur, asî 
como la investigaciôn de las posibles cepas productoras de aflato 
xinas y su capacidad. para producir dichos metabolites en el pro­
ducto a estudiar.
Es importante destacar el notable incremento en el consumo 
que ha experimentado este alimento en la actualidad, dadas sus es 
peciales caracterîsticas nutritivas y de digestibilidad que le ha 
cen ser un producto bSsico en la alimentaciôn humana y especial- 
mente en los ninos y en ancianos, lo que es muy importante, por 
ser éstos los sectores sociales mas sensibles de la poblaciôn an­
te una agresiôn microbiana.
En consecuencia con estas ideas, el desarrollo de este traba­
jo va a constar de tres partes de mâximo interés:
—  En una primera que nos referiremos al estudio de la mico—  
flora contaminante del yogur.
—  Una segunda en la que estudiaremos las estirpes aisladas - 
de dicho producto y su posible producciôn de aflatoxinas 
en condiciones ôptimas de cultivo y en una experimentaciôn 
dirigida a nivel de laboratorio.
—  Y un tercer estudio sobre la inoculaciôn de estas especies 
aflatoxicogénicas y otras de colecciôn en dicho producto y 
la posible formaciôn de aflatoxinas en el mismo.
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III.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ESQUEMA DEL TRABAJO
III.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En primer lugar la carencia de estudios sobre la micoflora 
del yogur hacen que un trabajo de este tipo represente inicialmen 
te, cualesquiera que sean sus resultados, una aportaciôn Otil al 
conocimiento taxonômico de la micoflora presente y sobre diverses 
aspectos sanitarios.
En segundo término la posibilidad de que se hallen presen—  
tes micotoxinas en el producto puede depender, con probabilidad 
muy remota, de la presencia de éstas en el sustrato. Ello sôlo se 
rîa posible para las aflatoxinas M.^  y M ^ , hidroxiderivados que se 
eliminan por la secreciôn ISctea.
La otra via que podrîa explicar la presencia de aflatoxinas 
en el yogur, puesto q u e , teôricamente, ninguna de las caracterîs­
ticas estudiadas constituyen un factor limitante para la sîntesis 
de estos tôxicos, serîa la propia contaminaciôn del producto con 
bongos potencialmente aflatoxigénicos.
En este caso la posibilidad tendrîa que apoyarse en la per- 
manencia del producto a la temperatura ambiente durante parte del 
tiempo" de validez del producto para consumo humano o perîodo de - 
caducidad.
Es évidente que ësto no puede suceder si se sigue la norma 
legal de mantener el producto refrigerado, pero serîa posible, y 
de hecho lo es con relativa frecuencia, que el producto alcanza 
la temperatura ambiente en algün punto de la cadena comercial.
Esto nos lleva a considerar el interés por conocer la mico­
flora présente en el yogur desde un punto de vista cuantitativo y 
cualitativo, su potencialidad patôgena, en general, y de forma-
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ci6n de micotoxinas en medios ôptimos y en especial de aflatoxi­
nas en el propio yogur.
El posible peligro remoto de la presencia de una micoflora 
patôgena se compensa en un sentido de la mayor peligrosidad si 
pensamos en el elevado consumo que hacen de los derivados lâc­
teos personas enfermas, inmunodeprimidas, ninos y ancianos.
En armonia con las ideas anteriores hemos disenado el pro- 
yecto que se apoya en los puntos siguientes:
1 . Estudio taxonômico, estadîstico y de variaciôn de la mi^  
coflora présente en el yogur.
2. Caracterizaciôn de los hongos potencialmente patôgenos.
3. Inducciôn de la formaciôn de aflatoxinas sobre medios y 
en condiciones ôptimas.
4. Investigaciôn de la posibilidad de sintetizar aflatoxi­
nas en el propio yogur utilizando estirpes aisladas del 
producto y otras de colecciôn.
II1.2. ESQUEMA DE TRABAJO
Concretados los puntos bâsicos a los que nos vamos a refe- 
rir, y a la vista de los objetivos que nos proponemos alcanzar, 
corresponde ahora programar un modelo experimental idôneo que - 
nos lleve a conseguir los objetivos propuestos.
Con tal fin y tras un ensayo experimental previo, hemos - 
adaptado a nuestro problema concrete el siguiente esquema de tra 
bajo:
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1. Recogida de muestras.
2. Recuento de los hongos.
3. Aislamiento de las colonias y obtenciôn de cultives pu 
r o s .
4. Identificaciôn.
5. Conservaciôn de las estirpes aisladas.
6. Comprobaciôn de especies aflatoxicogénicas sobre un me 
dio idôneo.
7. Inoculaciôn de las especies aflatoxigénicas en el pro­
pio yogur.





IV. MATERIAL Y METODOS
IV.I. MATERIAL UTILIZADO
IV.I.I. MATERIAL EMPLEADO PARA EL ESTUDIO DE LA MICOFLORA
El estudio de la micoflora contaminante del yogur se ha reali 
zado sobre un total de 473 muestras.
Para la toma de muestras se eligieron tres marcas de yogur,se 
leccionândose cada una de ellas por ser en los momentos actuales 
las mas consuroidas y , por tanto, las mas representativas en cuan- 
to a su calidad microbiolôgica. A lo largo de nuestro estudio,nos 
referirémos a ellas denominSndolas: marca A, marca B, marca C.
A la v e z , dentro de cada una de las marcas, considérâmes tres 
tipos de sabores: natural, fresa y plâtano. Y dentro de éstos hi- 
cimos dos lotes, llamSndoles; yogures iniciales y finales. Es de- 
cir, reciên elaborados y los que eran analizados el dia de su fe- 
cha de caducidad, para asî poder comprobar si habla alguna dife- 
rencia significativa en cuanto a su grado de contaminaciôn, dis— : 
tribuyéndose de la siguiente manera:
Tipos\.^^
A B C
Natural 53 51 50
Fresa 52 53 50
Plâtano 54 52 52
TOTAL 159 156 158
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De la misma manera que con las marcas, la elecciôn de estos 
tres tipos de yogur se hizo en base a que resultaron ser los mas 
vendidos en todo el Territorio Nacional, y en consecuencia con - 
un mayor grado de representatividad.
El material empleado en el desarrollo de este trabajo, es el 
que corrientemente se utiliza para la realizaciôn de cualquier - 
inves vgaciôn microbiolôgica en general: autoclaves, horno Pas­
teur, estufas de cultivo, plaças de Pétri, etc., y un material 
especîfico que podemos resumir en:
—  Medios de cultivo idôneos, citados y detallados en el apar 
tado IV.2.
—  CSmara clara, marca Leitz^, con el fin de dibujar los dis- 
tintos hongos a una escala determinada. Esta se ha ajusta- 
do de manera que con el objetivo de inmersiôn a 10 micras 
reales le correspondan 1,5 cm. en el dibujo. Este es el 
ajuste empleado siguiendo las técnicas de Lodder (1974), 
Ellis (1976) y De Vries (1967).
IV.1.2. MATERIAL EMPLEADO EN LA INVESTIGACION DE AFLATOXINAS
IV.1.2.1. Material empleado para el estudio de cepas toxico- 
gënicas
Basado en la técnica anal itica para la determinaciôn de afla­
toxinas de Gimeno Ciriano (1979),
Aparatos
a) Agitador de vaivén: tipo HERON^.
b) Ampollas piriformes, de color âmbar con un volûmen ûtil de
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unos 130-140 ml con un estrechamiento en uno de los extre— 
mos de unos 4 cm de largo por 1 cm de diSmetro; dicho es­
trechamiento graduado con divisiones en décimas de cm 
(1/10), en el otro extremo tienen un esmerilado 29/32 
adaptable a rotavapor y a tapén de vidrio.
c) Rotavapor HEIDOLPH W 1 , con bano maria tipo UNIVEBA -401.
d) Microjeringas de 10 ml con aguja fina segmentada y punta - 
cortada a 90s, el émbolo con punta de teflÔn tipo HAMIL­
TON^.
e) Dispensador repetitivo tipo HAMILTON^, adaptable a las mi­
crojeringas anteriores.
f) Miniviales tapén de rosea.
g) Pulverizador cromatogrSfico tipo DESAGA^ N s 1 24010.
h) Bastidor de plaças, tipo DESAGA^.
i) Divisor de plaças (peine trazador).
j) Câmara de secado, tipo DESAGA^ Ns124050.
k) Armario secador, tipo DESAGA^ NS124020.
1) CSmaras de desarrollo, tipo DESAGA^ NS120167.
m) CSmara ultravioleta, CAMAG^ standar NS29200 con luz UV de 
366 nm SYLVANIA FBTS^/BLB USA y luz UV de 254 nm SYLVANIA 
GERMICIDAL^ G 8T S .
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Réactives
a) Para extracciôn y limpieza
- Acetonitrilo, Merck^.
- Soluciôn acuosa de cloruro potâsico 49/100 ml Merck^,
- Isooctano C L H - 1 ,0 Merck^.
- Agua destilada.
- Cloroformo, Merck^.
- Papel de filtre Whatman^ 40 de 9 cm de diSmetro.
- Sulfate sôdico anhidro, Merck^.
b) Soluciones de Scido sulfûrico (1/3) en agua destilada.
c) Acido trifluoracético (1/1) diluîdo en benceno o cloro­
formo .
d) Patrones standar de aflatoxina , B^ , G^t SIGMA .
e) Plaças de cromatografla de capa fina T L C , preparadas - 
con Sil G-25 HR (silicagel y yeso) sin indicador de —  
fluorescencia, de 20 X 2 0 ,Merck^.
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IV.1.2.2. Material empleado en la producciôn artificial de 
aflatoxinas
Basado en la técnica analltica para determinaciôn de aflato­
xinas de Schuller (1973).
Se han utilizado inocules de estirpes toxigénicas tratando 
de inducir la formaciôn de aflatoxinas en condiciones expérimen­
tales determinadas, utilizando el yogur como sustrato.
Aparatos.
a) Columna de cromatografla (600 X 45 mm).
b) El reste de los aparatos utilizados en esta técnica son - 
los descritos en el apartado IV.1.2.1.
Réactivés.
a) Para extracciôn y limpieza
- Acetona, Merc)c^.
- Celite lavado con Scido, Serva^.
- Cloroformo, Merc)ç^.
- Metanol, Merck^.
- N pentano, Merck^.
- Agua destilada.
- Cloruro sôdico, Merck^.
Otros réactivés utilizados son los ya descritos a partir del 
punto b) en el apartado IV.1.2.1.
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IV.2. MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo para hongos estSn constituîdos en su ma 
yoria por una base fundamental de azûcares, extracto de malta y 
de levadura y en algunos casos, como veremos mas adelante, por sa 
les minérales.
El hecho de que un medio de cultivo no posea componentes natu 
raies en su fôrmula dificulta la esporulaciôn adecuada e impide 
el desarrollo de ciertos géneros, afin cuando se hallen présentes 
en el yogur muestreado.
Todas las esporas que se depositen en una plaça de Pétri, de- 
ben encontrar en ella un medio nutritivo favorable para su desa­
rrollo .
IV.2,1. Medios de cultivo empleados para la recogida de mues- 
tras
Los medios empleados fueron los siguientes;
A) AGAR EXTRACTO DE MALTA AL 3%^.
Medio empleado por Tilbury, Rossi, Koburger, Holwerda, C o ­
leman y Bender (citados por Hup. 1973).
Su composiciôn es la siguiente:
Extracto de Malta ............................. 30 g
Peptona   5 g
Agar ...........................................  17 g
Agua destilada .............................. 1.000 cc
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El pH se ajusta entre 4, 6 y 5, esterilizando a una atmôsfe- 
ra de presiôn durante 20 minutos.
B) AGAR CON SOLUCION DE CZAPEK-DOX^.
La composiciôn de este medio se caracteriza por la diversidad 
de sales minérales que posee, que si bien no favorece la presen­
cia de una esporulaciôn abundante, permite un adecuado crecimien- 
to de las colonias, asî como la formaciôn de gotas de exudado y 
de pigmento difusible en el medio de cultivo.
Su composiciôn es:
NaNO^ ......................................................  3 g
K^HPO^   1 g
MgS0^7H^0 ................................................  0,5 g
KC1 .......................................................  0,5 g
FeS0^7H^O .................................................  0,01 g
Sacarosa .................................................  30 g
Agar ......................................................  16 g
Agua destilada . . .'.................................... 1.000 cc
El pH final se ajusta a 7,3. Se esteriliza a una atmôsfera - 
de presiôn durante 15 minutos.
C) AGAR CON SOLUCION DE CZAPEK ADICIONADO DE EXTRACTO DE LE­
VADURA .
Su composiciôn es la misma que la expuesta anteriormente, pe
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ro con una adiciôn de 6 g de extracto de levadura, para enrique- 
cimiento del medio, ya que a algunos mohos les es insuficiente 
la composiciôn de Czapek.
D) AGAR GLÜCOSADO DE SABOURAUD.
Este medio de cultivo es una modificaciôn del medio Agar con 
Dextrosa descrito por Sabouraud.
Su composiciôn es:
Neopeptona ............................................ 10 g
Glucosa ................................................  40 g
Agar ....................................................  15 g
Agua destilada ..................................... 1 .000 cc
Se ajusta el pH a 5,6 y se esteriliza a una atmôsfera de pre 
si6n durante 20 minutos.
Este medio tiene la ventaja de contener neopeptona que es 
una fuente muy rica de nitrôgeno y facilita el desarrollo de los 
h ongos.
A estos cuatro medicsutilizados para la recogida de muestras 
se les agrega 5 g ppm de oxitetraciclina con el fin de inhibir 
el crecimiento bacteriano.
IV.2.2. Medios de cultivo utilizados en los estudios taxonô-
mico y toxicogénico %t
IV.2.2.1. Medios empleados para el aislamiento e identifica- 
ci6n de mohos a nivel de gënero
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a) Agar extracto de Malta al 3%. Descrito en el apartado 
IV.2 . 1 .A.
b) Agar con soluciôn de Czapek. Descrito en el apartado 
IV.2 . 1 .B.
IV.2.2.2. Medios empleados en la identificaciôn de mohos a 
nivel de especie
A) Para la identificaciôn de las especies del genero Clado^ 
porium empleamos los medios de cultivo que propone De - 
Vries (1967) en su monograffa sobre dicho gënero.
Estos medios son:
—  Agar glucosa, cuya composiciôn es:
KNO3   2 g
MgSO^VH^O ......................................  0,5 g
KH^PO^   1 g
Glucosa ......................................... 50 g
Agar ......................   20 g
Agua destilada ................................  1.000 cc
Se ajusta el pH a 5,4 y se esteriliza a una atmôsfera de - 
presiôn durante 20 minutos.
—  Agar con soluciôn Czapek-Dox, descrito en el apartado 
IV.2.1.B. .
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—  Agar extracto de Malta, descrito en el apartado IV.2.1.A.
B) Medios de cultivo empleados para la identificaciôn de los 
géneros Pénicillium y Aspergillus a nivel de especie.
Empleamos los medios que recomiendan Râper y Thom (1949) en - 
sus monograflas para el estudio de los géneros.
—  Agar con soluciôn Czape)c-Dox, descrito en el apartado 
IV.2.1.B.
—  Agar extracto de Malta al 3%. Descrito en el apartado 
IV.2 . 1 .A.
C) Medio de cultivo empleado para la identificaciôn de espe­
cies del gënero Alternaria. Para este gënero empleamos el
medio descrito por Joly (1964).
—  Agar extracto de Malta al 5%, que esté compuesto por:
Extracto de Malta ....'...................... 50 g
Glucosa   20 g
Peptona   1 g
Agar   25 g
Agua destilada   1.000 cc
Se esteriliza a una atmôsfera de presiôn durante 20 minutos. 
Ajustando a un pH final de 4,5. #
— 62 —
IV.2.2.3. Medios empleados en la Identificaciôn de levaduras
Para la identificaciôn de levaduras hemos adoptado el crite-
rio seguido por Lodder (1974) , segûn el cual tenemos que considé­
rer sus caracteristicas morfolôgicas, fisiolôgicas y de reproduc- 
ciôn. Con este fin, hemos empleado en cada caso medios de cultivo 
que por su composiciôn y propiedades nos ponen de manifiesto las 
caracteristicas que estudiamos.
IV.2.2.3.1. Medios para el estudio de las caracteristicas 
MORFOLOGICA.S
A) Con el fin de observer la forma y tamano de las células ve 
getativas y estudiar la capacidad de formaciôn de velo y anillo, 
se empleô extracto de Malte (Lodder, 1974).
Este medio estS constituido por extracto de Malte al 2% en - 
agua destilada. Ajustando el pH a 5,4 se esteriliza a una atmôsfe 
ra de presiôn durante 15 minutos.
B) Medio de Agar con harina de maiz Bernhardt.
Este medio nos pone de manifiesto la capacidad de former pseu 
domicelio que presentan algunos tipos de levaduras. Su composi­
ciôn es la siguiente:
Infusiôn de harina de maiz   50 g
Agar   15 g
Agua destilada   1.000 cc
Ajustando el pH a 5, se esteriliza posteriormente a una atmôs
fera de presiôn durante 15 minutos.
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IV.2.2.3.2. Medios para determinar las caracteristicas FISIO- 
LQGICAS
A) Medio para el estudio de la capacidad fermentativa de dis-
tintos azûcares. Composiciôn del medio:
Extracto de levadura   6 g
Agua destilada .................................  1000 cc
AzOcar a estudiar su fermentaciôn*
*Se anade el 2% de azûcar en estudio (1) salvo en el caso de - 
la rafinosa que se adiciona al 4%. Los tubos tienen campana de fer 
mentaciôn o de D u r b a n . El medio.se esteriliza a una atmôsfera de 
presiôn durante 15 minutos.
(1) Los azûcares que se ensayan son: Glucosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa, La£ 
tosa, Rafinosa, Melibiosa, Trehalosa y Melizio.
B) Medios de cultivo empleados para el estudio de la asimila- 
ciôn de Hidratos de Carbono.
El medio que empleamos para esta prueba es el comercializado - 
por la firma Difco , segün la composiciôn propuesta por Wickerham, 
citado por Lodder (1974).
—  Medio base de Nitrôgeno para levaduras. Composiciôn del me­
dio :
Suifato amônico .......................... 5,0 g
Monohidrocloruro de 1 histamina ............ 10 mg
D L . metionina.... ............................... 20 g
D L. triptofano ............................... 20 g
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Biotina .................................  2 g
Pantotenato cSlcico   400 meg
Acido fôlico ...........................  2 meg
Inositol   2000 meg
Niacina .................................  400 meg
Ac.p. aminobenzoico ..................  200 meg
Hidrocloruro de piridoxina .......... 400 meg
Riboflavina ............................  200 meg
Hidrocloruro de tiamina .............  400 meg
Ac. bdrico .............................  500 meg
Sulfato de cobre   40 meg
Yoduro potâsico .......................  100 meg
Cloruro férrico .......................  200 meg
Sulfato de magnesio ..................  400 meg
Molibdato sôdico ......................  200 meg
Sulfato de zinc   400 meg
Fosfato potâsico monobSsico .......... 1 g
Sulfato magnësico .....................  0,5 g
Cloruro sôdico ........................ 0,1 g
Cloruro cSlcico .......................  0,1 g
Agar .....................................  20 g
Agua destilada ........................  1000 cc
Se suspenden 6,7 gramos de esta mezcla en 1000 ml de agua - 
destilada, se esteriliza por filtraciôn, en filtro Millipore^, re 
partiëndose a continuaeiôn o ,5 ml de medio en tubos esteriles que 
contienen 4,5 ml de agua destilada. El pH final se ajusta a 5,6.
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C) Medio base de Carbono para levaduras.
Su composiciôn es la siguiente:
Glucosa ....................................












Saulfato de cobre ......................
Yoduro potSsico ..........................
Cloruro férrico .........................
Salfato de magnesio .....................
Molibdato sôdico .......................
Sulfato de zinc .........................
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Agua destilada ........................  1000 cc
El medio se esteriliza por filtraciôn, a partir de una solu—  
ciôn de 11,7 gramos en 1000 ml de agua destilada.
Transfiriendo o,5 ml de ésta en tubos de ensayo que contienen 
4,5 ml de agua destilada esteril. El pH final se ajusta a 5,6.
D) Medio base carente de vitaminas.
Este mdio nos sirve, en primer lugar, para detectar las vita­
minas que necesitan las levaduras para crecer y en segundo lugar, 
para valorar la capacidad de crecimiento en su ausencia.
Este medio contiene el suficiente nitrôgeno y carbono para fa 
cilitar el desarrollo de las levaduras en él, después de la adi­
ciôn de las vitaminas necesarias, segûn lo descrito por Wickerham 
(Lodder, 1974).
A continuaeiôn detallamos los componentes de este m e d i o :
Sulfato amônico   5 g
Glucosa   10 g
Monohidrocloruro de L-histidina .... 10 g
D L. Metionina     20 g
D L Triptofano   20 g
Ac. bôrico ............................  500 mcg
Sulfato de cobre   40 mcg
Yoduro potSsico   100 mcg
Cloruro férrico ......................  200 mcg
Sulfato de magnesio   400 mcg
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Molibdato sôdico   200 mcg
Fosfato potSsico monobSsico ...........  1 g
Sulfato magnësico .....................  0,5 g
Cloruro sôdico ........................  0,1 g
Cloruro cSlcico ........................  0,1 g
Agua destilada ..............................  1000 cc
Se prépara una soluciôn de 16,7 gramos en 1000 ml de agua des 
tilada. Se esteriliza por filtraciôn. Se anade luego en condicio- 
nes asépticas 0,5 ml de este filtrado a tubos que contienen 4,5 
ml de agua destilada esteril. Finalmente se adicionan al medio ba 
se las distintas vitaminas, para llegar a conocer cuSles de ellas 
son necesarias para el desarrollo de la levadura en estudio.
IV.2.2.3.3. Medios para définir las caracteristicas de REPRO - 
DUCCION
A) Medios de cultivo para el estudio de esporulaciôn.
Con este fin hemos empleado cuatro medios distintos:
—  Agar Gorodkowa, cuya composiciôn cuantitativa es la siguien 
te :
Glucosa .................................  1 g
Peptona .................................  10 g
ClNa .....................................  5 g
Agar .....................................  20 g
Agua destilada ......................... 1000 cc
Se esteriliza a una atmôsfera de presiôn durante 15 minutos.
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Medio de Starkey:
P04HK2 ...................... g
P04H 2K ...................... ......... 0,2 g
SO^MgVH^O ............. ......... 0,2 g
Lactosa ..................... ......... 0,025 g
Agar ........................ ......... 15 g
(S0^)gFe27H20 ......... ......... 20 g
Agua destilada ............ ......... 1000 cc
Se esteriliza durante 15 minutos a una atmôsfera de presiôn.
—  Medio Adams
Glucosa .................................. 0,4 g
Acetato sôdico anhidro .................. 1,4 g
Agar ..................................  20 g
Agua destilada.... .....................  1000 cc
Se esteriliza durante 15 minutos a 1205 C.
—  Medio Vg de esporulaciôn:
Concentrado de verduras Vg .........  100 ml
Levadura de panaderîa ............. 40 g
Se ajusta el pH a 6 ,8 . Se esteriliza a vapor fluente durante 
10 minutos. Enfriar y ajustar pH a 6 ,8 .
En otro matraz:'
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Agar   4 g
Agua destilada .....................  1000 cc
Disolver calentando y afiadir a la mezcla anterior. Esterilizar 
el conjunto durante 15 minutos a 1209 C y distribuir en tubos in- 
clinados.
B) Para poner de manifiesto la capacidad de formar ascos y as- 
cosporas, empleamos Agar patata dextrosa, recomendada por Ingram, 
Mossel, Beech y Carr, citados por Hup (1973).
EstS compuesto por:
Infusiôn de patatas   200 g
Glucosa ...............................  20 g
Agar ...................................  15 g
Agua destilada ......................  1000 cc
Se esteriliza a una atmôsfera de presiôn durante 20 minutos.
IV.2.2.4. Medios para inducir la producciôn de aflatoxinas
El medio utilizado fue trigo machacado. Siendo su composiciôn:
Trigo machacado .....................  50 g
Agua destilada ......................  50 cc
Se esteriliza a 1209 C durante 15 minutos.
%
IV.2.3. Soluciones y colorantes
A) Soluciôn Ringer al 1/4.
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Fue utilizada en la recogida de muestras en la preparaciôn de 
las diluciones décimales.
Su composiciôn es:
ClNa ............................... 0,9 g
Cloruro potSsico ................  0,042 g
Cloruro cSlcico .................  0,048 g
Bicarbonato sôdico .............  0,02 g
Agua destilada ..................  400 cc
Se esteriliza a 1209 C durante 20 minutes.
B) Lactofenol
Se utilizô para preparaciones microscôpicas en fresco de mo-
Su composiciôn es:
Acido ISctico ..................  100 ml
Fenol ............................  100 g
Glicerol ......................... 200 ml
Agua destilada .........    100 ml
ho s .
Se disuelve el fenol en el agua sin calentarla y se anade de£ 
pués el Scido ISctico y el glicerol.
C) Azul de metileno de Loeffer. Para tinciones simples.
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Soluciôn de hidrôxido potâsico al 1%   1 ml
Azul de m e t ileno,s o l .saturada en etanol al 95% 30 ml
Agua destilada   100 ml
IV.3. METODOS DE ESTUDIO
IV.3.1. Mëtodo de recogida de muestras
Las muestras utilizadas para nuestro estudio nos fueron ofre 
cidas por las casas comerciales productoras de los yogures a es­
tudiar.
Estas mismas casas se encargaron de transportar en camiones 
frigorificos las muestras hasta un establecimiento alimentario - 
de productos IScteos, desde donde eran recogidos en pequenas ne- 
veras portStiles y trasladadas hasta nuestro laboratorio para su 
posterior investigaciôn.
Hasta el momento de su anâlisis eran almacenadas en câmaras 
frigorificas a 4B C, iniciândose el mismo antes de las 24 horas 
de la recepciôn.
Cada muestra iba marcada con un nûmero correlativo de entra- 
da, acompanado de datos de la misma: marca, tipo, fecha de reco­
gida y fecha de caducidad. En todas las muestras se comenzô la 
investigaciôn a los dos dias de su fabricaciôn.
IV.3.2. Mëtodo de recuento y aislamiento de colonias
Los medios de cultivo empleados han sido Agar extracto de - 
Malta al 3%, Agar con soluciôn de Czapek-Dox, Agar con soluciôn 
de Czapek adicionada de extracto de levadura y Agar glucosado se 
gûn Sabouraud, medios empleados por diversos autores como ya ci­
tâmes anteriormente en los apartados IV.2.1.A., B., C., D.
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Nuestro mëtodo de trabajo para el recuento de mohos y levadu­
ras se bas6 en las diluciones décimales. En las cuales utilizamos
la soluciôn Ringer como diluyente, distribuyendo dicha soluciôn
en tubos de ensayo a razôn de 9 ml por tubo.
La muestra momentos antes y despûes de abrirla es flameada 
con el fin de que no se contamine; posteriormente con una pipeta 
esteril se toma 1 ml del yogur y se introduce en un tubo de ensa­
yo que contiene 9 ml de soluciôn Ringer; esta mezcla se lleva a 
un agitador excëntrico con el fin de homogeneizarlo.
Este primer tubo lleva la titulaciÔn 1/10. De este tubo se re 
coge con otra pipeta esteril 1 ml y se deposita en otro tubo con- 
teniendo la misma cantidad de diluyente y posteriormente homoge- 
neizândolo convenientemente.
Teniendo de esta manera la titulaciÔn 1/100. Asî sucesivamen- 
t e , hasta obtener el nûmero de diluciones deseadas. En nuestro ca 
so sôlo hicimos d o s .
A continuaeiôn de estos tubos, se recoge 1 ml de cada uno de 
elles y se deposita en las plaças ya preparadas de los 4 medios - 
de cultivo citados anteriormente.
Junto a las siembras realizadas con las dos diluciones se lie 
va a cabo una siembra directa de la muestra.
Posteriormente, las plaças se incubaron invertidas en estufa 
a 22s C durante el période necesario para que las colonias alcan- 
zasen un desarrollo conveniente.
Una vez que las colonias de los distintos hongos alcanzan un 
grado de desarrollo adecuado en el medio inicial, se precede al - 
aislamiento de cada una de ellas, con el fin de obtener los culti. 
vos pures. Los medios utilizados normalmente han sido Agar extrac 
to de Malta y Agar con soluciôn Czapek-Dox.
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IV.3.3. Métodos de identificaciôn .
IV.3.3.1. Métodos de identificaciôn a nivel de GENERO
Una vez obtenido el cultivo puro de una c e p a , para poder in—  
cluirla en el gënero a que pertenece, se ha seguido la pauta de 
identificaciôn que pasamos a describir.
Por medio de la lupa estereoscôpica, se ha hecho una observa- 
ciôn de la colonia que nos permite conocer su morfologia y su for 
ma tfpica de crecimiento.
Despuës y con ayuda de las agujas enmangadas, se sépara un 
fragmente de colonia, se coloca sobre el portaobjetos, en el que 
previamente se ha puesto una gota de lactofenol, se trocea, se ex 
tiende y se pone el cubre sobre la preparaciôn, observândola al 
microscopic a distintos aumentos; posteriormente se dibuja con 
ayuda de la câmara clara con el fin de estudiar con detalle y me- 
dir las estructuras caracteristicas: conidioforo, hifas, conidios, 
e t c .
En el caso de que tengamos una colonia con esporulaciôn abun-
dante, se pone un fragmente en un tubo de ensayo en el que hay un
cc de diluciôn 0,01% de Tween 80 en agua destilada, se agita para 
que se desprendan las esporas del conidioforo y poder observar su
forma, a continuaeiôn se monta la preparaciôn sobre porta y cubre
y se precede como se ha descrito antes.
Con toda la informaciôn obtenida de la estirpe en estudio, se 
pasa, mediante el empleo de las claves, a determinar el gënero de 
que se trata. En el présente estudio, se ha utilizado la obra de 
Von Arx (1981) como bâsica, empleando en algunos otros cases tra- 
tados como los de Barnett (1972), Ainsworth (1965-1973), Barron 
(1977), Ellis (1976), Smith (1963).
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MICROCULTIVOS
Algunas cepas no se pudieron identificar por el mëtodo descri^ 
to anteriormente; en estos casos ha sido necesario recurrir a la 
tëcnica del microcultivo.
La teorla consiste en que el cultivo se realiza sobre un por- 
taobjetos previamente recubierto de una capa fina de medio de cul 
tivo apropiado, haciéndose la siembre de la colonia a estudiar so 
bre el porta. Una vez sembrada, se incuba en estufa, en el inte­
rior de una plaça de Petri esteril, en la que se coloca una vari- 
11a en forma de V y encima de ella el portaobjetos. Para conse- 
guir un grado de humedad idôneo se pone en el interior de la pla­
ça de Pétri un papel de filtro esteril impregnado de glicerol al 
30%, tambiën esteril.
La incubaciôn se hizo a 22s c durante 3 6 4 dias, observando 
luego a distintos aumentos, con el fin de estudiar con detalle - 
las estructuras del hongo.
El medio de cultivo empleado ha sido Agar extracto de Malta 
al 3% descrito anteriormente en el apartado IV.2.1.A.
Otro problema se plantea con las cepas que no esporulan en el 
medio de cultivo inicial; en este caso, se intenta lograr la espo 
rulaciôn por siembras simultSneas en distintos medios, si la cepa 
se mantiene esteril se incluye dentro del grupo, orden Micella 
isterilia.
Los medios probados con este fin fueron; Sabouraud, Sabouraud 
glucosado, Sabouraud maltosado y Agar harina de maiz, medios ya 
descritos en el apartado IV.2.
IV.3.3.2. Mëtodos de identificaciôn a nivel de ESPECIE.
Conocido el gënero a que pertenece, se pasa por medio del es-
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tudio de las caracteristicas taxonômicas diferenciales, que se - 
encuentran descritas en las monograflas publicadas de los distin 
tos géneros existentes, a determinar de qué especie se trata.
A este nivel, existe la dificultad de una bibliografla esca- 
sa y con falta de actualizaciôn.
IV.3.3.3. Mëtodo de identificaciôn de LEVADURAS
Siguiendo los criterios de Lodder (1974) para la identifica­
ciôn de levaduras, debemos tener en cuenta las caracteristicas 
morfolôgicas, fisiolôgicas y de reproducciôn.
IV.3.3.3.1. Caracteristicas morfolôgicas.
Dentro de este apartado, vamos a considerar el estudio de la 
forma y tamano, la forma de velo y anillo, la formaciôn de pseu- 
domicelio y/o micelio verdadero.
A) Estudio de la forma y tamafio.
Se inoculô en extracto de malta llquido 0,1 de una suspen- 
siôn de levadura, incubando después a 22e c durante 48 horas, 
transcurrido este tiempo se montô una gota entre porta y cubre- 
objetos y se observé con el objetivo de inmersiôn, dibujando las 
cëlulas con ayuda de la câmara clara para poder conocer los tama 
nos.
B) Capacidad de formaciôn de velo y anillo en la superficie 
de cultivo.
La siembra tambiën se realiza en extracto de malta dejando - 
el cultivo en incubaciôn 48 horas a 22Q C. Si en este tiempo se 
observa en la superficie un anillo o un velo de crecimiento ësto 
significa que hay formaciôn temprana, si en este tiempo no se
- 76 -
han formado, se siembra en matraces de 250 cc y se incuba duran­
te un mes, si transcurrido este tiempo no ha habido formaciôn, 
se considéra que la cepa no tiene capacidad de formar ni velo ni 
anillo.
C) Para el estudio de la capacidad de formaciôn de pseudomi- 
celio y/o micelio verdadero, se sigue la tëcnica de los microcu]^ 
tivos, descrita en el apartado IV.3.3.1.
El medio empleado en este caso es agar harina de maiz, la - 
siembra se hace en estria colocando sobre ella el cubreobjetos, 
se incuba a 22e C y se observa a los 6 dias al microscopio, pu- 
diëndose ver si hay o no formaciôn de pseudomicelio y/o micelio 
verdadero en aerobiosis y anaerobiosis, en tal caso se dibuja - 
con ayuda de la câmara clara.
IV.3.3.3.2. Caracteristicas fisiolôgicas
A) Capacidad de fermentaciôn de los distintos hidratos de - 
carbono.
Para lo cual hemos empleado los medios descritos en el apar­
tado IV.2.2.3.2.B.
Se siembra incubando posteriormente a 22s C durante 10 d i a s , 
observando diariamente la capacidad fermentadora de los distin—  
tos azûcares, se pone en evidencia por la apariciôn de burbujas 
dentro de la campana de Durham.
Los hidratos de carbono ensayados son: Glucosa, Galactosa,Sa 
carosa, Maltosa, Lactosa, Rafinosa, Melibiosa, Threalosa, Celulo 
sa, Melizitosa, Inulina, Alfa-metil-glucosido.
B) Asimilaciôn ,de hidratos de carbono.
Para esta prueba empleamos el medio base de nitrôgeno, des—
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crito en el apartado IV.2.2.3.2.C.
Partiendo de un cultivo reciente de la levadura en estudio re 
juvenecida en extracto de malta, se prépara una suspensiôn concen 
trada en agua destilada esteril, se mezcla la suspensiôn con el 
medio que mantenemos fundido al bano maria a 45Q C; se agita homo 
geneizando bien la suspensiôn de la levadura con el medio y se 
vierte en una plaça esteril de Petri.
Se deja enfriar y después de secar el vapor de agua de la pla
ca se disponen sobre la superficie del medio los distintos Hidra­
tos de Carbono que se quieren ensayar.
No poniendo mas de 4 azûcares por plaça, en puntos diametral- 
mente opuestos, con el fin de que los resultados no se solapen.
La glucosa que nos va a servir de patrôn la ponemos en todas las 
plaças.
Posteriormente se incuban a 229 C durante très semanas, ha- 
ciendo lecturas diarias. En el momento que vemos que la zona don­
de hemos puesto un hidrato de carbono hay crecimiento, darëmos co
mo positivo la asimilaciôn de éste.
C) Asimilaciôn de compuestos nitrogenados.
El medio utilizado ha sido el medio base con carbono descrito 
en el apartado IV.2.2.3.2.D.
La metodologîa seguida es muy similar a la que se ha descrito 
para la asimilaciôn de compuestos de carb o n o , pero en este caso - 
la suspensiôn en agua destilada tiene que ser muy poco densa, ya 
que las levaduras tienen capacidad de utilizar sus propios const_i 
tuyentes como fuente nitrogenada y nos darfan resultados errôneos.
Los compuestos que hemos ensayado han sido: Nitrito potSsico 




En algunos casos tambiën se han considerado otras caracteris­
ticas fisiolôgicas, como son:
- Hidrôlisis de la arbutina.
- Capacidad de crecimiento en medios carentes de vitaminas.
- Capacidad de crecimiento en medios que contengan glucosa al
5%.
- Crecimiento a 37e c .
- Capacidad de crecimiento en medios que contengan glucosa al 
60%.
- Producciôn de almidôn extracelular.
- Capacidad de hidrolizar la urea.
- Capacidad de formar compuestos carotenoides.
- Capacidad de hidrolizar las grasas.
- Producciôn de esteres.
- Capacidad de licuar la gelatina.
- Tolerancia al ClNa.
IV.3.3.3.3. Caracteristicas de reproducciôn
A) Estas caracteristicas se ponen de manifiesto por la pre—  
sencia de ascosporas y ascos, que se pueden evidenciar con el
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crecimiento en extracto de Malta o bien por el mëtodo de los mi- 
crocultivos, incubando de 2 a 3 dias a 22Q C.
B) Estudio de la capacidad de formaciôn de esporas.
Para el estudio de esta caracterlstica empleamos los 4 me­
dios de cultivo descritos en el apartado IV.2.2.3.3.A.
Se siembra la cepa en los cuatro medios, incubando a 22e C, 
se va observando por medio de preparaciones sucesivas hasta los 
30 dias. Si en este tiempo no ha esporulado en ninguno de los me 
dios, se considéra como no capaz de formar esporas.
IV.3.4. METODOS DE CONSERVACION DE CÜLTIVOS PUROS
IV.3.4.1. Por resiembras sucesivas en Agar Malta al 3%.
IV.3.4.2. Por liofilizaciôn.
Segûn la tëcnica conveneional de deshidrataciôn por congela- 
ciôn y sublimaciôn al vacîo.
IV.3.5. METODOS PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS
IV.3.5.1. METODO PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS PRODU- 
CIDAS POR LAS POSIBLES CEPAS TOXICOGENICAS EN TRI­
GO HUMEDECIDO
Las cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus aisladas 
del yogur en estudio, fueron sembradas en trigo molido citado en 
el apartado IV.2.2.4. para determinar su posible capacidad toxi- 
cogénica.
El mëtodo que utilizamos para este estudio estâ basado en la
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tëcnica de Gimeno Ciriano (1979).
A) Extracciën y limpieza.
a) Se pesan 35 gramos del medio ya citado en el que habîamos 
sembrado la cepa a estudiar.
b) A los 35 gramos se anaden 90 ml de acetonitrilo y 10 ml - 
de CIK, esta mezcla se agita vigorosamente durante 30 minutos en 
el agitador de vaivén.
c) Se filtra el extracto a través de un papel de filtro Wïiat 
man 40, procurando reducir las përdidas por evaporaciôn del sol- 
vente y se toman 35 ml del filtrado.
d) En un embudo separador, a los 35 ml del filtrado se le - 
anaden 50 ml de isooctano, se agita, se deja separar las dos fa- 
ses y se decanta la capa superior de isooctano. Se repite el la- 
vado con très porciones de 50 ml de isooctano en cada lavado. De 
esta forma eliminaremos los lîpidos incluidos entre los compues­
tos de la muestra.
e) A la fase de acetonitrilo se le afiade 12,5 ml de agua des 
tilada y se agita, anadiendo después 25 ml de cloroformo, se - 
vuelve a agitar y se deja separar las dos fracciones. En la fase 
acuosa eliminamos las sustancias solubles en agua.
f) Se filtra la parte inferior de acetonitrilo-cloroformo a 
través de un papel de filtro Whatman con sulfato sôdico anhidro, 
recogiendo el filtrado en un matraz piriforme.
g) A la capa acuosa se le anade 1 ml de CIH 1 N , se agita y 
se anaden 20 ml de cloroformo, se agita y se deja se ,arar las ca 
pas. Se filtra la capa inferior clorofôrmica por el papel de fil 
tro con sulfSto sôdico anhidro, junto con el filtrado anterior.
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1) El matraz o ampolla piriforme se llevô al rotavapor, eva 
porando hasta unos 0,2 ml con vacio y a 50-55Q C. A continuaeiôn 
se anadiô cloroformo hasta la divisiôn de 1 ml situada en la par 
te estrecha y graduada del matraz. Se llevô al agitador de tubos 
redisolviendo y homogeneizando la soluciôn. A este extracto se - 
le llamô extracto A y se pasô a un minivial.
B) Operaciones generates en la plaça de cromatografla en ca 
pa fina.
Con un peine trazador (divisor de plaças) se dividieron las 
cromatoplacas en 20 franjas de 1 cm de ancho cada u n a . Se las act 
vô calentando a 110s C por espacio de 30 minutos en estufa, colo 
cândolas en posiciôn vertical. Se guardaron en la câmara de dese 
caciôn, hasta el momento de su uso en el que deben estar a tempe 
ratura ambiente.
En una llnea imaginaria situada a 4 cm de la base de la pla 
ca, se colocan los siguientes spots a intervalos de 1 cm, dos de 
3 microlitros y dos de 6 microlitros de muestra del extracto de 
soluciôn A. En uno de los spots correspondientes a 3 y 6 microli 
tros se superpuso 5 microlitros de las soluciones standar de 
aflatoxinas B.^  , B ^ , y G^ (standar externo) .
En la cromatoplaca se trazô una llnea transversal que indi- 
ca la lectura hasta donde debe llegar el solvente de desarrollo, 
dicha altura fue de 11,5 cm contando a partir de la llnea imagi­
naria .
C) Operaciones generates de desarrollo en las cromatopla—  
cas de capa fina.
Las cromatoplacas se colocaron en las câmaras de separaciôn 
cromatogrâfica, en posiciôn vertical, previamente se depositô - 
200 ml del solvente de desarrollo, ya descrito en el apartado —
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IV,1.2.2., se tap6 y desarrollô hasta que el frente de solvente 
alcanzô la altura indicada.
Después se saca la cromatoplaca y se deja secar al aire.
D) Interpretaciôn de las cromatoplacas desarrolladas.
Una vez realizadas las operaciones del apartado anterior, se -
examinaron las cromatoplacas a la U.V. de 366 nm y de 254 nm.
A 366 y 254 :
- Aflatoxina : spot con fluorescencia azul,
- Aflatoxina spot con fluorescencia azul.
- Aflatoxina : spot con f luorescencia verde.
- Aflatoxina G ^ : spot con fluorescencia verde.
El orden de apariciôn en la cromatoplaca de menor a mayor Rf -
es: Aflatoxina G ^ , G^ , B^ y B.^  .
E) Pruebas de reconfirmaciôn de las aflatoxinas.
Cuando déterminâmes la posible existencia de aflatoxinas en 
una cromatoplaca, realizamos unas pruebas de confirmaciôn.
En primer lugar pulverizamos la cromatoplaca con una soluciôn 
de âcido sulfûrico/agua (1v/3v) y se observô a la luz U.V. de 366 
nm y de 254 nm. Apareciendo las cuatro aflatoxinas con una fluo—  
rescencia amarilla.
Para la conf irmaciôn de aflatoxinas B^ y G.^  seguimos el mëtodo 
de W. Przbylski (1975), que transforma las alfatoxinas B.^  y G.^  ,
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por medio del Scido trifluoroacético en y .
Se seleccionan dos zonas de una cromatoplaca (zona A y zona-
B) . La muestra se coloca de la manera mencionada anteriormente,-en 
la zona B se superpone en cada uno de los spot 1 microlitro de - 
Scido trifluoroacético, dejando reaccionar 5 minutos, protegiendo 
esta zona de la luz. Se seca la plaça y se lleva a desarrollar co 
mo se menciona en la tëcnica.
Se observa a la luz U.V. de 366 nm comparando la zona A con - 
la zona B . En la zona A los problèmes y standars internos y exter 
nos se encontrarSn en la forma y orden habituai. En la zona B las 
aflatoxinas B^ y G^ estarSn en el mismo Rf a como aparecen en la 
zona A, pero las aflatoxinas B.^  y G.^  estarSn transformadas en B^^ 
y Ggg f apareciendo muy cerca de la llnea imaginaria en el o r d e n :
Rf aflatoxina B^^ mayor que R^ aflatoxina G ^ ^ . Es de notar que la 
intensidad de fluorescencia de la aflatoxina B^^ y G^^ es mayor 
que la de aflatoxina B^ y G.^  habituales.
F) Determinaciôn cuantitativa de las aflatoxinas.
Una vez identificadas las aflatoxinas del extracto de solu­
ciôn A de la muestra, se cromatografîan una serie de diluciones, 
determinSndose para quë diluciôn puede comprobarse todavîa la su^ 
tancia. Del limite inferior de detecciôn de comprobaciôn y del - 
factor de diluciôn se puede calculer la cantidad de aflatoxina en 
cuestiôn.
La tëcnica a seguir es;
En una cromatoplaca depositar: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, y - 
10 microlitros de la soluciôn A, problema de trabajo y un spot - *’
aparté de aflatoxina pura que serS el standar externo.
Desarrollar e identif ic a r . Supongamos que la aflatoxina se ve
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solo en algûn spot y en algûn otro ya no es visible, se fija el - 
volûmen ûltimo del spot que se ve por observaciôn a la luz U.V. 
de 366 nm y después de pulverizar con la soluciôn de Scido sulfG- 
rico 1/3 observamos a la luz U.V. de 366 nm.
Una vez determinado este volûmen ûltimo del spot visible de - 
aflatoxina y utilizando el limite de detecciôn de aflatoxina se 
procédé a dos câlculos cuyo resultado debe ser similar: de ellos, 
empleando el volûmen del ûltimo spot que se ve solo a la luz de 
366 nm y el otro câlculo, empleando el ûltimo volûmen de spot que 
se ve después de pulverizar con la soluciôn de âcido sulfûrico y 
observar a la luz U.V.
En el caso de que la aflatoxina se vea en todos los spots, se 
toman 50 micolitros de la muestra soluciôn A y se llevan a un mi- 
nivial anadiendo 250 microlitros de cloroformo, a este nuevo ex­
tracto lo llamamos soluciôn B.
En una cromatoplaca se depositan: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9,10 
de la soluciôn B y un spot aparté de aflatoxina pura que serS el 
standard externo. Desarrollar e identificar. Se procederS como - 
anteriormente multiplicande el resultado del câlculo por 6.
Si se ven todos los spots se toman 50 microlitros de la solu­
ciôn B llevândolos a un minivial con 250 microlitros de clorofor­
mo, de esta forma conseguimos el extracto soluciôn C.
Realizando en una cromatoplaca el proceso normal ya descrito, 
el resultado se multiplica por 36; y asî sucesivamente con la mi£ 
ma secuencia de diluciôn y la misma secuencia de factor de câlcu­
lo que se deduce de lo anterior, hasta conseguir el câlculo de 
los microgramos de aflatoxina por Kg de producto o partes por bi­
llon .
G) Determinaciôn del limite de detecciôn de aflatoxinas.
—  85 “
Se elaboran una serie de diluciones de la aflatoxina deter- 
minândose el limite inferior de comprobaciôn por medio de la cro 
matografla en capa fina y el correspondiente tipo de revelado.
Se toman con microjeringa 200 microlitros de patrôn inicial 
de aflatoxina, cuya concentraciôn es 0,005 microgramos por micro 
litro, llevSndose al interior de un matraz aforado topacio de 10 
ml. Se enrasa a volûmen con Benceno/Acetonitrilo 98/2, se tapa y 
se a g i t a . La concentraciôn final es de 0,0001 microgramo por mi- 
crolitro.
Se depositan en una cromatoplaca: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10 y 20 microlitros del patrôn diluido que corresponden a 0,0001, 
0,0002, 0,0003, 0,0004, 0,0005, 0,0006, 0,0007, 0,0008, 0,0009, 
0,001 y 0,002 microgramos de aflatoxina.
Se desarrolla en cloroformo/acetona 88/12 y después se iden 
tifica fijando el limite de detecciôn encontrado: observando sô- 
lo a la luz de 366 nm y pulverizando con âcido sulfûrico 1/3 y 
observando a 366 nm.
IV.3.5.2. METODO PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN - 
EL YOGUR PRODUCIDAS POR CEPAS TOXICOGENICAS
Las cepas confirmadas como productoras de aflatoxinas en - 
trigo, fueron inoculadas en yogures de distintos tipos, para de- 
terminar su posible producciôn en este sustrato.
El método que se utilizô para este estudio estâ basado en - 
la técnica de Schuller (1973).
A) Extracciôn y limpieza.




b) La masa obtenida se pasa a la columna de cromatografla - 
prepàrada con 50 gramos de cellte lavado con Scido.
c) Se diluye la columna con 200 cc de cloroformo.
d) Retener esta fracciôn y evaporar por secaciôn.
e) Se disuelve el residuo en 50 ml de metanol y 40 ml de N- 
pentano.
f) Se pasa la soluciôn a un embudo separador que contiene - 
75 ml de agua destilada y 2 gramos de ClNa.
g) Agitar y vaciar el agua en un segundo embudo separador y 
extraer otra vez con 50 ml de N-pentano.
h) Se rechaza el pentano y se extrae el agua con 4 porcio—  
nés de 25 ml de cloroformo.
i) Se évapora el extracto combinado mediante rotavapor y se 
disuelve el residuo en 100 microlitros de cloroformo. PasSndolo 
a continuaciôn a un minivial.
El resto de las operaciones realizadas en esta técnica a 
partir de la extracciôn y limpieza, son las mismas que las ya 
descritas en el apartado IV.3.5.1., puntos B, C, D, E, F, G.
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IV.3.6. METODOS ESTADISTICOS
IV.3.6.1. Estudio de la signlficaciôn de la diferencia del 
crecimiento en las situaciones inicial y final; 
Prueba del \  ^
El objeto de este estudio, ha sido determinar las diferen-- 
cias significativas en cuanto al grado de contaminaciôn de los 
yogures en estudio, dependiendo que ëstos fueran analizados re- 
ciën elaborados o el dia de su caducidad.
Para realizar este estudio se ha utilizado la prueba del , 
segûn se describe a continuaciôn:
Una medida de la discrepancia existente entre las frecuen—  
cias observadas y esperadas es suministrada por el dato estadis- 
tico X  dado por
donde si el total de frecuencias es N
pudiendo utilizarse la expresiôn équivalente
2
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De la tabla de contingencla calculaitios el correspondiente - 
X ^  . A continuaciôn comparâmes ésta con el valor dado en tablas 
estadîsticas• Si el valor calculado de X ^  estS por debajo de un 
valor crîtico dado en la tabla, entonces aceptamos la hipôtesis 
de que las situaciones no se encuentran relacionadas, pero si 
los valores estSn por encima del valor crîtico, rechazamos la 
hipôtesis; en el ûltimo caso podemos sospechar que no hay dife- 
rencias significatives.
El valor que toma chi-cuadrado mide, aproximadamente, como 
los valores observados difieren de los valores esperados. AsI, 
si X  ^  = 0, las frecuencias observadas y teôricas concuerdan 
exactamentem mientras que si X ^  es mayor que 0 no coinciden exac 
tamente. A valores mayores de X  » mayores son las discrepancias 
entre las frecuencias observadas y esperadas.
Podemos asi mismo aplicar fôrmulas sencillas para el câlcu­
lo de X ^  , que se basan ûnicamente en las frecuencias observadas:
PRESENCIA AUSENCIA TOTALES
INICIALES A B A + B
FINALES C D C + D
TOTALES A + C B + D N=A+B+C+D
Asi en el caso de una tabla de contingencla 2 x 2 :  
T N (A.D - B.C)^
(A + C) (B + D) (A + B) (C + D)
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(A + C) (B + D) (A + B) (C + D)
Siendo E = A.D - B.C
IV.3.6.2. Anâlisls de componentes principales
Consiste en transformar un conjunto variable x^, x^, ...
Xp, en un nuevo conjunto , y^, ... y^, con las siguientes pro
piedades:
a) Cada y es una combinaciôn lineal de las x, o s e a :
= ^i1 =12 ""2   =ip ’^ p
b) La suma de los cuadrados de los coeficientes a^^ es la 
unidad, es decir:
P
^  ^ij = ■'
j = 1
c) De todas las combinaciones posibles de este tipo, y^ es 
la que tiene mayor varianza.
d) De todas las combinaciones posibles de este tipo no co—  
rrelacionadas con y ^ , es y^ la que tiene mayor varianza. 
AnSlogamente, y^ tiene la mayor varianza de todas las 
combinaciones no correlacionadas con y^ e y ^ . Y asî su- 
cesivamente hasta que el conjunto de las y ha sido com- 
pletamente definido.
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De esta forma se define un nuevo conjunto de £ variables, 
no correlacionadas entre sî, y colocadas por orden de varianza 
decreciente. La idea subyacente en el método es que unas pocas 
componentes posean la mayor parte de la varianza total de los 
distintos géneros, con lo cual puede representarse en diagramas 
pianos o tridimensionales. Es importante senalar aquî que la ca 
racterîstica que hace quizSs mSs ûtil a este anâlisis en taxono 
mfa numérica, e incluso en otras aplicaciones, es q u e , en gene­
ral, cada eje tiene un significado, ésto es, estudiando las corn 
ponentes de los vectores propios (direcciones de cada eje) pue­
de establecerse cuâles ban sido las variables que mas han con- 
tribuîdo a conseguir la separaciôn mostrada por el eje en cues- 
tiôn. Estas variables son aquéllas para las cuales la componen- 
te correspondiente es mayor en valor absoluto.
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V. RESULTADOS
V . 1. MICOFLORA DEL YOGUR
V . 1 .1 . Relaciôn de géneros encontrados en nuestro estudio
Basândonos en la clasificaciôn que establece Von Arx ---
(1981) para mohos y la que adopta Lodder (1974) para levaduras, 
la relaciôn de géneros encontrados en el présente estudio es la 
que sigue:
CLASE ZYGOMYCETES: O. MUCORALES 





CLASE DEUTEROMYCETES: O. SPHAEROSIDALES 
g éne r o s :
Phoma
O. MELANCONIALES 























Dentro de las levaduras los géneros que se han encontrado 






Para la identificaciôn de los distintos géneros encontrados 
en el presente estudio, como ya se ha dicho, se ha utilizado el 
libro de Von Arx (1981) como texto bSsico, consultando otros tra 
tados en la determinaciôn de algunos grupos, asi por ejemplo, en 
el caso de O. Sphaerosidales ha sido el libro de Barnett (1972), 
la identificaciôn de levaduras se ha basado en los criterios se- 
guidos por Lodder (1974). También se ha consultado en algunos ca 
SOS el tratado de Ainsworth (1965-1973), que consta de cinco to- 
mos. Los textos de Barrons (1977) Domsch (1972) y para la deter­
minaciôn de algunos Dematiaceos se ha tenido en cuenta los tex­
tos de Ellis (1976) .
Asî mismo, también se consulté la reciente revisiôn taxonô- 
mica de Mc.Ginnis (1980), sobre los hongos con interês en medici^ 
na. No variando la adoptada en este trabajo ya que bâsicamente 
no se encuentran muy distantes, sobre todo en lo referente a De­
matiaceos .
Con el fin de realizar una revisiôn general sobre el tema - 
se consultaron también los siguientes trabajos: Hughes (1953), 
Cain (1972), Cooke (1974).
Caracterîsticas y descripciôn de los hongos aislados
La clase Zygomycetes, ya estudiada en el apartado 1.3. in—  
cluye dos orde n e s , Mucorales y Entomophorales.
En el présente estudio, los hongos encontrados a esta clase, 
se incluyen todos en el orden Mucorales, cuyas caracterîsticas 
principales son:
. En general son saprofîticos, viviendo sobre sustratos ta­
ies como estiercol y sustancias animales y vegetales en descompo
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siciôn. Ocasionalmente pueden parasitar a vegetales, animales e 
incluso al hombre causando serios problemas.
. El micelio présenta generalmente un desarrollo abundante.
, En la mayorîa de las especies, las hifas son cenociticas, 
produciéndose septos en las bases de los ôrganos reproductores, 
esporangios y gametangios, y ocasionalmente en otras partes del 
micelio cuando envejece.
. En algunas especies el micelio produce rizoides, formSndo 
se especialmente en los puntos donde se pone en contacte con una 
superficie dura adhiriendo el hongo al sustrato.
. Por la reproducciôn asexual se producen esporas en espo—  
rangios, esporangiolos o merosporangios.
Los géneros encontrados en el présente estudio pertenecien- 





Para llegar a la identificaciôn de estos géneros se ha con­
sultado también la monografîa de Zycha (1969) y los trabajos de 
Hesseltine (1955).
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Circinella sp. (Sorokine) Berlese y De Toni
Colonia caracterîstica de esta clase.
Hifas con desarrollo normal, cenocîticas. Los caractères 
distintivos de este gênero son :
. Tener el esporangio esférico y sin apôfisis
. Los esporangioforos estSn ramificados simpedial- 
mente y con las ramas curvadas, no naciendo en 
los estolones
. Los esporangios son semejantes y columnados, te- 
niendo la pared esporangial delgada, las esporas 
se liberan por el rompimiento de la parte superior 
de la pared.
Siguiendo la monografîa sobre el género de Hesseltine(1955) 
se ha identificado la especie aislada en este trabajo como
Circinella muscae.
6^C i r c i n e l l a muscae (Sorokine) 
Berlese y Oe Toni
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Rhizopus sp. Ehrenb. ex Corda
Sus especies tienen amplia difusiôn en la naturaleza, encon 
trSndose en todo tipo de sustancias y como contaminantes 
aerôgenos.
Tienen un crecimiento abundante y râpido en la mayorîa de 
los medios de cultivo.
El micelio forma masas algodonadas que tienden a llenar por 
complète la plaça de Pétri o el tubo de ensayo, esporulando 
en la superficie contacte del micelio con el cristal.
Los esporangios tienen columela y también apôfisis en forma 
de embudo, son esféricos o casi esféricos. La pared esporan 
gial es fina, liberândose las esporas al romperse por la 
parte superior.
Presentan;
. Estolones de gran tamano, a veces de varies milime 
très
. Rizoides, que son hifas radiculares que nacen en 
los puntos en los que los estolones contactan con 
el medio.
Siguiendo el trabajo sobre el género Rhizopus de In u i (1965) 





Las colonias son filamentosas de crecimiento reducido, co­
lor gris oscuro.
Los esporangioforos son erectos, simples, normalmente cor- 
t o s , no naciendo en los estolones. Los esporangios en for­
ma de frasco, columnados y sin apôfisis. Este es simple te 
niendo la porciôn superior ensanchada.
Las esporas nacen del esporangio en hilera dejando cuando 
se desprende una cicatriz. Estas presentan un apêndice que 
es por donde estSn unidas al esporangio.
Las zigosporas nacen de hifas separadas normalmente por un 
proceso isogSmico.
La especie identificada por nosotros ha sido M. micvospora, 
siguiendo los criterios de Von Arx (1981).
^00
2o ^  ,
Co.§
Mycotypha ' microspora Fennel
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Cunninghamella sp. Matr.
Colonias de amplio crecimiento. Micelio de color bianco, no 
septado.
Conidioforo simple o ramificado. Con estructuras reproducto 
ras asexuales sobre ellos.
Conidios equinulados o globosos, de una sola célula.
Son homotSlicos.
Las zigosporas nacen de hifas separadas normalmente por un 
proceso isogâmico.
-y
C u n n i n g h a m e l l a  sp. Malr.
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Caractères utilizados en la clasificaciôn de los Deuteromycetes
a.- Tipo de fructificaciôn
b.- Forma, color y tabicamiento de los conidios.
a.- Los tipos de fructificaciôn forman la base para establecer 
dentro de los Deuteromycetes cuatro ordenes-forma:
1) O. SpJiaerosidales: forman picnidios
2) O. Melanconiales: forman acérvulos
3) O. Moniliales: dentro de este orden incluîmos a
todos los Deuteromycetes que se reproducen de 
otro modo: por gemaciôn, fragmentaciôn de las 
hifas en oidios, conidioforos libres, esporo- 
doquios o sinemas.
4) 0. Micelia sterilia: grupo de hongos en los que 
no se conocen conidios ni otras células repro 
ductoras. En alguno de ëstos se ha descubier- 
to su estado perfecto, resultand»' ser Basidio 
mycetes. Este grupo es tan heterogéneo que no 
interesa organizarlos en familias-forma.
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0. Splwerosidales
Este orden lo forman los hongos imperfectos que producen los 
conidios dentro de cuerpos globosos o en forma de botella, 
llamados picnidios.
Los conidioforos de los picnidios son muy cortos por lo gene 
ral o estân ausentes, en pocos casos son largos y muy ramif_i 
cados. Siempre nacen de las células internas de la pared pic 
nidial.
La pared picnidial es seudoparenquimatosa. Los picnicios pue 
den estar completamente cerrados o tener un ostiolo (apertu- 
r a ) . La variaciôn de la estructura picnidial sirve para deli 
mitar los diversos géneros-forma de los Deuteromycetes con 
picnidio.
Para la identificaciôn de los géneros-forma pertenecientes a 
este orden-forma hemos seguido el manual de Barret (1972), 
identificando el género Phoma.
Phoma sp. Saccardo
Sus hifas son oscuras, presentando a veces clamidosporas un_i 
celulares o pluricelulares.
Los picnidios son de color oscuro de forma globosa u ovoide, 
estando algo aplastados.
Tienen ostiolos.
Los conidioforos apenas son visibles.
Los conidios son hialinos, unicelulares y ovoides.
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Su habitat normal es el suelo o bien como parâsitos de ve 
getales.
La especie identificada por nosotros ha sido Ph. herharum, 




Todos los Melanconiales pertenecen a la familia-forme Melan 
coniaceae.
Muchos son parâsitos de plantas, causando un grupo de enfer 
medades llamado antracnosis.
Los acérvulos, que son las estructuras caracterîsticas de 
este grupo, generalmente se desarrollan debajo de la cutîcu 
la o debajo de la epidermis del hospedador, haciéndose eru£ 
tivas cuando maduran.
Perteneciendo a este orden hèmos identif icado un género:
Epicoccum.
Epicoccum sp. Link ex Fr.
Sus conidias son pigmentadas, normalmente oscuras, trunca—  
das en la base y a menudo multiseptadas, con tabiques longi­
tudinales y transversales. Este tipo de conidia recibe el 
nombre de dictyospora. Su forma es esférica o ampliamente 
claviforme, presentando una superficie v e rrugosa..
La especie aislada por nosotros ha sido E. nigrum siguiendo 






Constituye el orden-forma mas amplio dentro de Deuteromyce 
tes, contando con mas de diez mil especles. Es de gran im- 
portancia para el hombre, ya que incluye gran cantidad de 
especles patôgenas al organisme humano, animales y plantas, 
ademâs de pertenecer a este grupo hongos de gran interés 
industrial.
Von Arx (1981) , basSndose en el tipo de conidias que for —  
man, lo divide en diferentes grupos que pasamos a detallar.
El primer grupo que establece es el formado por los gêne—  
ros en los que el micelio présenta conexiones latérales o 
son parecidos a Basidiomycetes; dentro de este grupo i n d u  
ye al género Sporobolomyces, aislado en nuestro trabajo, pe- 
ro al que por razones prScticas, siguiendo el criterio de 
Lodder (1974) para su identificaciôn, hemos incluîdo den—  
tro de las levaduras, las cuales serân tratadas mas adelan 
t e .
El segundo grupo lo constituyen los gêneros que forman ar- 
trosporas.
En el présente estudio, el género que hemos identificado - 
perteneciente a este grupo es el género Geotrichum.
Gaoirichiun pp. Link ex Pcrs.
Es un hongo dismôrfico. Sus colonias son blancas o de colo­
res claros, pudiendo presentar aspecto levaduriforme o mice 
lar, con un micelio aereo normalmente limitado.
La principal caracter1stica del género es que el micelio se 
fragmenta por completo, en trozos pequenos unicelulares de
»■>
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forma mas o menos cilîndrica, que son las llamadas artros- 
poras.
Carece de conidioforos.
La especie identificada por nosotros ha sido G. candidum, 
guiendo los criterios de Von Arx (1981).
-I
Geotrichum candidum Link ex Pers.
ciblioteca
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Acremonium sp. Link ex Fr.
Las colonias son normalmente blancas o de colores pSlidos, 
por lo general algo viscosas.
Presentan fialides alargadas mas anchas cerca de la base, 
con forma de frasco. Estas arrancan, en forma de ramas, de 
todos los puntos de las hifas rastreras. Estas fialides se 
afilan gradualmente en el extreme, separSndose sucesivamen 
te los conidios que por una segregaciôn de un liquide vis­
cose quedarSn reunidos en masas. Tàmbién pueden formar ca­
denas. Estes conidios son unicelulares.
La especie aislada por nosotros ha sido A, roseolum.
Acremonium roseolum Link ex Fr
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Fusarium op. Link ex Fr.
Las fialides son simples, naciendo de las hifas en posiciôn 
lateral, terminal o bien reuniéndose en grupos terminales 
ramas de conidioforos cortos, por lo que parecen esporodo- 
quios.
El carScter comùn a todas las especies del género, y a la 
vez el que los distingue de otros, es la forma y caracterî^ 
ticas de las macroconidias, pluricelulares, hialinas, lige- 
ramente arqueadas o facilformes, subcilîndricas o fusoides, 
de extremes puntiagudos y pediformes en la base; los septos 
son transversales, incolores o de color pâlido, nunca oscu- 
r os.
Ademâs de las macroconidias, muchas especies producen micro 
conidias, que son generalmente unicelulares, aunque a veces 
pueden tener dos o très células. Son hialinas y de forma fu 
soide o ligeramente curvada.
También pueden formar clamidosporas unicelulares y bicelula 
res, terminales o intercalares, formândose en el micelio 6 
en las macroconidias.
Para la identificaciôn de las especies de este género, son 
caractères a considerar: la forma de los macroconidios, el 
tamano y el nûmero de septos. Tambièn presentan interés ta- 
xonômico la presencia o ausencia de microconidias y de cla­
midosporas .
Un trabajo consultado sobre dicho género es el de Booth, 
(1971) .
F u s ariu m  sp Link ex Fr.
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Aphanocladium sp. W. Gams
Colonias lanosas, blancas.
Fialides usualmente reducidas a esterigmas formando un co- 
nidio simple.
La especie aislada por nosotros, siguiendo los criterios de 
Von ARx (1981) ha sido A. album.
jn
I
A phanoclad ium  album W Goms
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Acpergillus sp. Mich, ex Fr.
Las colonias segün las especies presentan una gama muy amplia 
de coloraciones y de formas.
El micelio: su coloraciôn puede ir de incolora a tomar colo—  
res pSlidos, brillantes o bien formando concreciones superfi- 
ciales de materias colorantes.
Sus hifas son septales tanto en la parte sumergida como en la 
aerea.
Las ramas fértiles, llamadas pedûnculos, se originan en célu­
las miceliares de pared gruesa, denominadas células basales; 
los pedûnculos sales mas o menos perpendiculares a las célu-- 
las basales.
La pared de los pedûnculos puede ser lisa o rugosa; éstos aca 
ban en un engrosamiento (vesîcula) que toma distintas formas 
segûn la especie, pudiendo ser globosa, redonda. claviforme 
hemisférica o ser simplemente un pequeho engrosamiento del pe 
dûnculo.
En el caso de los Aspergillus uniseriadds, la vesîcula lleva 
en toda su superficie o en la parte superior, a partir de una 
determinada altura, una serie de fialides. Y en el caso de 
los Aspergillus biseriados, llevan sobre la vesîcula unas célu­
las intermedias que son mas o menos cilîndricas, llamadas me- 
tulas, y sobre ellas las fialides. Tanto las fialides como 
las metulas proceden de la superficie de la vesîcula.
Los conidios se segregan uno tras otro de los Spices de las 
fialides, formando cadenas no ramificadas. Algunas especies 
producen peritecios de interés taxonômico. Otras forman escle 
rotios, de menos interés taxonômico.
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Para la identificaciôn de las distintas especies de este gêne 
ro hemos seguido las monograflas de Râper y Thom (1965).
Las especies aisladas son: A. parasiticus, A. fumigatus, A. 
aculeatus, A. clavatus.








Pénicillium sp. Link ex Fr.
Las colonias suelen ser verdoas, pudiendo presentar otras to 
nalidades.
El micelio vegetativo puede ser incolore o en colores pâli- 
dos o brillantes pero nunca oscuros. Es tabicado en la parte 
sumergida y en la parte aerea. La porcion aêrea puede estar 
muy enmaranada, o sueltamente flocosa, o formando cordones 
con las hifas.
Las hifas fértiles arrancan del micelio sumergido en posi­
ciôn mas o menos perpendicular al mismo, pudiendo estar sue_l 
tas entre sî, formando fascicules o reunidos compactamente 
constituyendo coremios. Estas hifas fértiles pueden lisas o 
rugosas, terminando en la parte superior en un verticilo de 
ramas en forma de pincel (de donde la viene el nombre al gé ­
nero) .
El verticilo puede ser sencillo y en este caso, sobre el ép_i 
ce de la hifa fértil nacen las fialides que, a su vez, dan 
lugar a las esporas, a esta estructura responden los Pénici­
llium monoverticilados. O bien el final de la hifa fértil 
puede presentar una ramificaciôn una o varias veces vertici- 
ladas, siendo el verticilo terminal el de fialides, que da- 
rSn lugar a las esporas, estp es en el caso de los Pénici­
llium diverticilados.
Los conidios se producen por escisiôn del épice de las fial^ 
des y forman cadenas no ramificadas de esporas, como en el 
género Aspergilluc.
La forma de las esporas puede ser: globosa, ovoide, ellpti- 
ca o piriforme, pudiendo presentar la superficie lisa, rugo­
sa o espinosa. Por régla general, son de color verde, aunque 
pueden también tomar tonos pâlidos, e incluso ser incolores.
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Algunas especies producen peritecios y otras esclerotios.
Las diferencias esenciales entre los gêneros Aspergillus y Pé­
nicillium son:
. Que el género Aspergillus forma la vesîcula en la 
parte apical de la hifa fértil y
. Que en el género Pénicillium existen las células ba 
sales caracterlsticas.
Para la identificaciôn de las distintas especies de este gé­
nero hemos seguido la monografîa de Râper (1949).
Las especies que hemos aislado son: P. brevi-compactum, P. Jense- 
ni, P.notatum, P. terlikowskii, P. corylophilum, P. resticulosum, P. spinulo- 















Pénicillium  corylophilum  Dierckx
fPénicillium resticulosum Birkinshaw
J
I I i o o ^ l i I
Pénicillium  spinulosum  Thom
n i
Pénicillium  cyclopium  W estling
nk
Pénicillium  frecu en tan s  W eslling
- 135
Paecilomyces sp. Bainicr
Sus colonias pueden tener color bianco, rosa pâlido, lila 6 
pardo amarillento, pero nunca verdes. Presentando una textu 
ra compacta, flocosa o funiculosa.
Las estructuras reproductoras pueden presentar distintos 
grades de complejidad. Los conidioforos no presentan ensan- 
chamiento apical. Las fialides tienen forma de botella, pre 
sentando un estrechamiento en la parte a p i c a l , donde se pro 
ducen las e s p o r a s , que son generaImente ovales y forman c a ­
denas largas y secas.
La especie encontrada en nuestro estudio ha sido identifica 








El grupo cuarto reûne a los génères que se reproducen por 
blastoporas o blastoconidias.












Monilia sp. Pers. ex Fr.
Género muy heterogéneo, que se caracteriza por la produce16n 
de eadenas ramifieadas de esporas en forma de euentas.
Las hifas y conidioforos son anehos, normalmente de colores 
claros.
Los conidios son unicelulares de forma esférica o elîptica.
En el presente trabajo la especie que se ha aislado ha sido 
la M. sitophila (Saccardo).
Esta especie forma colonias de textura suelta, de rSpida pro 
liferaciôn, siendo al principio de color blanquecino, tornSn 
dose rosado y después salmôn. El crecimiento es tan râpido 
en épocas con temperaturas altas, que el micelio en 24 horas 
llega a salir de la plaça de Pétri.
/f/iT
O
M onilia s ito p h ila  (M on tag n e) Saccardo
do
M o n ilia  sp. P ers  ex Fr.
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Cladosporium sp. Link e.x Fr.
Las colonias son densamente aterciopeladas# de color que va 
rîa entre verde intenso, verde grisSceo oscuro y negro verdo 
so, con reverso negro azulado opalescente en la mayorïa de 
los casos.
Observando los cultivos en vivo, a pequeno aumento, se pue­
den ver las formas arborescentes en que se disponen las espo 
r a s .
Las hifas y los conidioforos normalmente miden de dos a cua- 
tro micras de ancho, e incluso mas, cuando llegan a oscure- 
cer. El conidioforo normalmente es recto y ramificado.
El micelio de las especies del gênero Cladosporium tiene ten 
dencia a formar masas estromSticas, agregaciones mas o menos 
regulares en cuerpos globulares o laminares, de color marrôn 
oscuro.
En el micelio se pueden formar clamidosporas, que pueden ser 
simples o formar cortas cadenas.
Las esporas cuando germinan producen yemas, recordando a las 
levaduras, produciëndose luego masas arborescentes en cade­
nas muy ramifieadas.
Las esporas jôvenes son la mayorïa unicelulares y las mas 
viejas pueden tener dos o incluso mas células, divididas en 
tabiques transversales. Estas células no se pueden despren- 
der entre s i .
La superficie de las conidias puede ser verrugosa o lisa, se 
gûn las especies. Tanto conidias como células conidiôgenas 
son normalmente pigmentadas.
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Anteriormente, el nombre de Cladosporium se reservô para de 
signar a las especies que formaban esporas tabicadas, 11a- 
mSndose Hormodendron a las especies que tenîan las esporas 
unicelulares. En la actualidad no se hace esta distinciôn, 
ya que se considéra que en la primeras fases del desarrollo 
se producen mas proporcion de esporas unicelulares y poste- 
riormente aumenta la de pluricelulares.
En el présente estudio para identificar las distintas espe- 
especies de este género nos hemos basado en el criterio seguido 
por De Vries (1967). Las especies identificadas son: Cl. herbarum.
Cl. tmcrocarpum. Cl. cladosporoides.
Cladosporium herbarum Link ex Fr
C'ldosporium macrocarp urn Preuss
Cladosporium cladosporoides Press
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Aurrnhanidiwn sp. Viala y Boyer
Présenta colonias levaduriformes, extendidas en el m e d i o , 
de color oscuro en toda su extension y coriaceas.
Los conidios se forman por gemaciôn, naciendo simultSnea- 
mente de las hifas y de ramas hinchadas; la forma de los 
conidios es cas! siempre oval.
La especie que hemos Identificado en el presente trabajo 




Botrytis sp. Pers ex Fr.
En los medics de cultive usuales forman colonias que en un 
principio son blancas, volviêndose al esporular color gris 
mas o menos intenso, o un poco marronSceo, segûn las espe­
cies.
Los conidioforos son rectos o flexuosos, de superficie li­
sa, son ramificados, septados, dicotomizados o tricotomiza 
d o s .
Las ramas finales generalemte terminan en un hinchamiento 
esférico o mas o menos claviforme, sobre el que se dispo—  
nen pequenos y certes esterigmas de los que nacen los coni^ 
dies, que suelen ser unicelulares, hialinos o muy debilmen 
te coloreados, presentando una forma ovoide, subesfërica o 
elîptica.
La especie identificada ha sido B. cinerea.
^SO
Botrytis cinerea Pers ex Fr
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Alternaria sp. Nees ex Fr.
Las especies de este género presentan colonias que normal­
mente se extienden en toda la superficie del medio, toman- 
do coloraciones oscuras.
Las hifas son septadas y tarabién oscuras.
Los conidioforos pueden ser simples o irregularmente rami- 
ficados.
Las conidias son oscuras, irregularmente tabicadas, gene- 
ralmente piriformes u ovoides mas o menos alargadas en el 
âpice, naciendo en cadenas acropetas. Su épice a veces es 
ramificado.
La superficie de los conidios puede ser lisa o mas o menos 
verrugosa. Este tipo de esporas es denominado Dictyospora.
Para separar este género de los prôximos a él, se ha segui 
do los criterios propuestos por Simmons (1967) y para la identif 
ficacién de las distintas especies, el trabajo monogrSfico so­
bre el género de Joly (1964) .
Las especies aisladas son: >4. tenuissima y A. chartarum.
/fri
\
Alternaria tenuisim a (Fries) W iltshire
Iternarla  chartarum Preuss
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Si.PïïTi^ hiJl'ium sp. Wallr.
Se caracterizan por la presencia de esporas muriformes —  
(dictiosporas) sobre conidioforos bien diferenciados.
Colonias marrones.
Los conidioforos son oscuros y sus paredes pueden ser li­
sas o rugosas.
Los conidios maduros poseen septos longitudinales u obli- 
c u o s , pudiendo ser globosos, e l l p t i c o s u o v o i d a l e s , lisos, 
verrugosos o equinulosos. Son producidos como un crecimien 
to protoplâsmico a partir de un poro terminal, pudiendo - 
ser también a partir de un apëndice del crecimiento secun- 
dario. Se producen series de très o mas proliferaciones 
apicales y conidios terminales o latérales.
La especie aislada en nuestro trabajo ha sido S. botryosum, 
considerada como el estado • imperfecto de Pleospora herharum.
Nos basamos en los trabajos de Simmons (1967).
stem phylium  botryosum Watlr
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Curvularia sp. Alcorn
Tanto el micelio como las esporas son de color oscuro; co­
nidios en conidioforos septados mas o menos erectos. En el 
âpice del conidioforo se produce un conidio, aquél conti­
nua su desarrollo precisamente por debajo de ésta y forma 
una nueva conidia terminal que empuja la primera hacia un 
lado. El proceso se sucede hasta que se forma un racimo.
Los conidios tienen très o cuatro septos transversales y 
estân en su mayor parte curvadas hacia la tercera célula
de la base, la cual es mas ancha y oscura que las otras.
La especie aislada por nosotros ha sido C. richardiae, si­





Es un género muy seme jante a Alternaria y Stemphylium.
Conidios oscuros, dictiosporas.
Los conidios surgen de ramas verticales del micelio. Son o£ 
euros y septados.
La especie aislada por nosotros en nuestro estudio ha sido
U. alternariae.
IUlocladium a lte rn ariae  Simmons
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Veronaea sp. Ellis
Conidioforos ramificados, largos, con células conidiôgenas 
elongadas.
Conidios con o sin septos, esféricos u subesfé r i c o s , fusi- 
fo r m e s , cillndricos o elipsoidales, verrugosos o lisos.
Veronaea musae Ellis
- 162 -
El quinto grupo reûne a los géneros que producen aleurios- 
poras o clamidiosporas.
Perteneclentes a este grupo hemos aislado el género Monodic
lys.
Monodictys sp. Hughes
De colonia pigmentada y no muy extendida. Tanto el conidio- 
foro como la célula conidiôgena son indiferenciadas.
Los conidios tienen mas de dos délulas, con tabiques trans­
versales y longitudinales, de forma redondeada.
^6 3
go
M onodictys levis (Wiltshire) Hughes
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0. Micelia sterilia
Dentro de este grupo reunimos a todos los hongos que no tie 




La estructura vegetativa caracterîstica de los ASCOMYCETES; 
Basidiomycetes y Deuteromycetes es el micelio cenocîtico.
Sin embargo, hay unos cuantos grupos dentro de estas clases 
que ban perdido en gran parte su forma miceliar de crecimiento, 
encontrSndose normalmente en forma unicelular. Tales organismes 
se conocen colectivamente con ,el nombre de levaduras. Para la - 
identificacidn de las mismas hemos seguido los criterios de Lo- 
dder ( 1974) .







. Forma colonias de color rosa anaranjado 
. Forma pseudomicelio rudimentario 
. No forma micelio
. No fermenta los compuestos carbonados 
. Asimilaciôn de compuestos carbonados:
Glucosa + D-Xylosa +
Galactosa + L-Arabinosa +
Sorbosa + D-Arabinosa +
Sacarosa + Erythritol -
Maltosa + Ribitol +
Celobiosa - Galactitol -
Trehalosa + D-Manitol +
Lactosa - D-Glucitol +
Melibiosa - Salicina +
Rafinosa + Ac. succinico1 +
Melizitosa + Ac. cftrico +
Inulina - Inositol -
Almidôn soluble + Etanol +
Glicerol +
. Asimilaciôn de los compuestos de Nitrôgeno:
Nitrato potSsico +
Nitrito potSsico +
. Crecimiento a 37Q C 
. Crecimiento a 30s C
- 167 -
To ru lopsis Candida
Forma colonias de color blanquecino 
Cêlulas esféricas a ovoidales 
No forman pseudomicelio
No fermenta la glucosa, sacarosa, rafinosa y trehalosa 
































Asimilaciôn de Nitrato potâsico -
Mâxima temperatura de crecimiento: 32 - 37e C
0  o
o  0  (^)
cf 0  cf 0  
0  0  °
Sporobolomyces roseus Kluyver et van niel
O C P O  ° %
°  °  O
Torulopsis Candida (Saito) Lodder
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Hhodùtorula rubra
. Colonias de color anaranjado rosâceo 
. Células ovoides o alargadas 
. No forma pseudomicelio 




































Hhodotorula glutinis var. glutinis
. Colonias de color anaranjado rosSceo 
. Células ovoides o alargadas 
. No forma pseudomicelio 
. No fermenta los hidratos de Carbono 


























. Asimilaciôn de compuestos de Nitrôgeno;
Nitrato potSsico +
Nitrito potSsico +
oo o o a
a  %  a
o
Rhodotorula rubra (Demm e) Lodder
o
o  o  “ o
o  Q  o
o
Rhodotorula glutini s (Fres) Harrison 
var. glutinis
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V.2. ESTUDIO ECOLOGICO DE LA POBLACION FUNGICA 
V.2.1. Porcentajes de apariclôn
En relaciôn con los porcentajes de apariclôn que han presen- 
tado las distintas marcas estudiadas, podemos establecer dos gru­
pos :
a) Grupo formado por aquellos géneros cuya apariciôn es espo 


















b) Aquêllos cuya frecuencia de apariciôn es elevada en todas 










Por esta razôn, los diversos estudios realizados sobre la 
poblacidn fûngica del yogur estSn dirigidos a este grupo, que 
estudiarémos con mayor profundidad.
Se han estudiado las frecuencias de los distintos géneros 
encontrados en las marcas y sabores analizados para cada una de 
las diluciones, dependiendo de los distintos medios de cultivo 
empleados.
El orden en que hemos situado los géneros en las distintas 
tablas, ha sido de mayor a menor frecuencia de apariciôn.
Estos resultados vienen expresados detalladamente en las 
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V . 2.2. Recuento de unidades formadoras de colonias
Dado que la bibliografla en este aspecto es muy controvert]^ 
da, nosotros quisimos comprobar la posibilidad del recuento del 
nûmero de colonias totales aisladas en cada uno de los medios y 
para cada una de las diluciones, sirviéndonos para esta experien 
cia de las muestras analizadas de la marca A.
Estos resultados vienen reflejados por las tablas de la B1 
a la B.24 y sus polîgonos de frecuencia figs 1 a las 24.




muestras t.d. lO'l 10"2
1 1 3 3
2 0 0 2
3 0 0 0
4 1 0 0
5 8 10 100
6 2 8 9
7 1 4 0
S 0 0 5
9 0 0 0
10 105 0 100
1 1 0 0 0
12 100 101 100
13 104 101 2
14 100 100 100
15 0 0 1
16 2 1 1
1 7 11 100 118
1 S 1 2 100
19 0 19 0
20 1 39 0
21 1 100 0
22 0 100 101
23 0 100 100
24 0 2 100
25 0 1 0
26 0 2 0
27 2 0 4
28 0 0 100























muestras t.d 10 ^ 10-2
1 2 96 1
2 1 1 1
3 3 0 0
A 1 1 0
5 5 A A
6 0 5 2
7 1 100 2
8 0 1 0
9 0 1 0
10 100 2 1 01
11 0 1 0
12 100 1 100
13 1 102 101
1A 0 100 101
15 100 2 1
16 100 0 0
17 1 100 50
18 1 0 100
19 0 2 0
20 100 A 0
21 2 0 100
22 7 17 A
23 0 100 100
2A A 5 3
25 0 0 0
26 0 0 0
27 0 1 0
28 0 1 1

























muestras t.d. 10"1 10"2
1 18 0 0
2 0 0 0
3 100 0 0
4 0 0 0
5 1 6 1 1
6 0 4 4
7 0 0 2
8 1 0 2
9 3 0 4
10 0 100 1
1 1 22 0 0
12 0 0 1
13 1 100 100
14 0 0 100
15 0 1 2
16 0 0 0
17 0 100 0
18 0 100 0
19 9 1 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 100 100
23 0 0 2
24 3 5 0
25 0 0 0
26 0 1 0
27 0 1 1
28 0 0 0


















muestras t. d. 10-1 10"2
1 100 120 25
2 0 0 2
3 1 0 1
A 1 1A 0
5 3 Ô 100
6 2 1 6 20
7 1 2 3
6 0 0 100
9 0 1 0
10 0 0 100
11 1 0 1
12 103 102 1
13 101 1 2
1A 0 100 100
15 0 2 2
16 0 5 1 01
17 A 0 100
18 102 0 0
19 2 566 1
20 26 1 6 6
_ 21 1 18 52
22 100 1 0
23 2 0 2
. 2A 0 0 100
25 • 0 39 0
26 0 0 0
27 0 0 0
28 2 0 0





























muestras t. d. 10’1 10-2
1 1 5 1
2 6 6 1 3
3 0 0 2
4 1 8 1
5 1 0 0
6 0 0 0
7 0 1 102
8 4 0 123
9 100 100 100
1 0 0 0 2
1 1 0 5 9
12 0 0 3
1 3 2 0 0
14 100 102 125
15 11 1 100 0
16 101 101 100
17 0 100 2
18 0 100 2
19 0 100 0
20 1 100 100
.  21 1 1 0
22 100 100 110
23 100 100 1 00
24 0 0 3
25 100 100 100
























muestras t.d 10‘1 lO'l
1 1 0 0
2 2 2 14
3 0 0 0
4 2 1 1
5 0 0 0
6 0 0 0
7 1 2 100
8 0 1 1 00
9 1 00 105 1 00
1 0 4 1 100
1 1 1 101 16
1 2 0 0 0
1 3 1 100 0
1 4 100 102 100
1 5 2 0 100
1 6 100 125 101
1 7 0 100 0
1 8 100 100 1
1 9 0 21 0
20 0 100 100
. 21 0 3 0
22 0 4 102
23 0 100 100
24 100 100 100
25 0 0 1
totales 514 1.064 1.136
tabla B.6






























































muestras t d. 10"1 10"2
1 0 1 2
2 2 2 10
3 A 0 1
A 0 12 7
5 0 0 0
6 0 2 0
7 r 5 100
8 0 1 3
9 100 0 1 00
10 1 6 5
1 1 0 100 1 02
1 2 0 6 1
1 3 100 125 A
1 A 0 0 103
1 5 103 1 0
16 0 100 1
17 0 1 100
18 0 A3 0
19 0 2 1 3
20 0 100 100
21 0 1 0
22 100 13 7
23 100 0 0
2A 100 1 2A
25 100 100 A
totales 711 622 687
tabla B.8
l\h
























muestras t d 10"1 10-2
1 2 8 4
2 24 3 10
3 0 0 0
4 0 0 0
5 2 2 4
6 2 2 1
7 5 1 9
8 0 2 1
9 1 0 100
10 0 0 0
1 1 100 100 100
1 2 101 125 103
13 110 2 0
14 3 3 0
15 3 108 1
16 1 1 4
17 100 105 100
18 1 100 25
19 0 1 0
20 101 101 9
21 101 0 125
22 0 101 65
23 0 1 2
24 0 100 lOO
25 0 100 50
26 0 0 0
27 0 0 1
28 .0 4 0
totales 657 973 910





















muestras t.d. 10"T 10-2
1 3 54 89
2 14 3 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 1 3 0
6 0 4 1
7 8 5 0
8 0 0 0
9 0 1 0
1 0 100 0 0
1 1 100 100 0
1 2 100 1 25 102
1 3 1 2 1
1 4 100 101 3
1 5 0 0 0
16 0 1 0
17 100 1 01 100
18 125 0 101
19 0 1 50
20 100 3 51
21 1 0 0
22 0 102 0
23 0 1 3
24 ■ 0 2 3
26 1 100 100
26 0 0 0
27 0 1 1
28 0 100 0

































A 8 1 A20 560totales




















muestras t.d. 10"^ 10'2
1 0 125 1 25
2 29 0 0
3 0 4 0
4 100 1 00 9
5 2 6 3
6 1 12 14
7 0 1 2 0
8 0 0 0
9 1 1 0
10 0 0 0
11 3 1 0
12 100 2 12
13 0 105 0
14 0 0 1
15 0 100 0
16 1 0 0
17 101 0 103
 ^ 18 100 0 100
19 0 0 0
20 100 100 8
21 100 0 100
22 100 6 0
23 0 0 3
24 . 2 2 100
25 0 2 0
26 0 0 0
27 0 2 1
28 1 1 0



























muestras t.d. 10-1 10-2
1 3 2 1
2 0 26 22
3 1 1 0
4 2 0 0
5 1 4 3
6 0 0 2
7 100 101 1
8 100 100 100
9 ' 100 125 0
10 0 100 100
1 1 1 2 0
1 2 51 100 0
13 100 2 100
14 102 100 125
15 0 100 1
16 0 4 100
17 1 6 2
18 0 1 2
19 0 5 2
20 0 2 0
21 0 100 100
22 0 100 1 00
23 •100 103 0
24 0 100 100























muestras t.d. 10"’ 10"2
1 5 1 0
2 1 5 3 13
3 0 0 2
4 1 5 4
5 3 3 2
6 8 1 1
7 100 100 0
8 100 0 2
9 3 1 100
1 0 0 0 100
1 1 0 2 3
1 2 0 0 1
1 3 3 2 0
14 100 100 102
1 5 0 5 2
1 6 0 22 100
1 7 0 1 2
1 8 0 0 0
1 9 5 4 4
20 0 0 100
21 100 100 3
22 . 0 0 0
23 100 0 100
24 101 1 100

























muestras t.d. 10-1 10-2
1 0 0 0
2 0 0 40
3 1 0 0
A 0 1 0
5 2 1 1
6 3 2 0
7 102 100 100
8 0 100 100
9 1 101 100
10 3 0 0
11 0 0 0
12 100 0 100
13 0 0 0
14 102 100 107
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 1 0
18 0 0 0
19 0 4 0
20 100 29 13
21 0 0 0
22 . 0 1 00 0
23 100 0 1 00
24 0 0 0
totales 514 539 661




























muestras t d 10"^ 10^
1 6 3 0
2 19 21 34
3 0 0 1
A 0 0 0
5 1 6 8
6 0 2 4
7 100 100 100
8 1 i25 3
9 100 100 2
10 100 100 100
11 9 0 17
12 102 3 100
13 0 0 101
14 100 102 109
15 0 0 0
16 0 3 27
17 0 0 0
18 3 0 1
19 0 2 4
20 0 101 0
21 0 1 00 0
22 0 100 100
23 0 0 100
24 2 6 87
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muestras t.d. 10-1 10"^
1 7 8 0
2 1 3 4
3 1 2 0
U 0 0 0
5 2 2 0
6 7 8 8
7 100 100 50
..  8 0 1 2 1 1
9 0 1 1
10 1 01 9 125
11 0 1 06 0
12 0 1 00 101
13 0 101 0
14 1 00 0 20
15 100 0 0
16 100 100 100
17 100 1 10
18 100 57 0
19 102 1 01 1
20 125 0 0
21 3 1 0
22 0 3 1 00
23 1 00 1 00 125
24 0 0 1 00
25 0 0 1
26 0 0 0
27 0 3 1
28 2 0 5
29 0 0 5


























muestras t.d. 10"! 10-2
1 0 2 2
2 0 2 4
3 2 1 4
4 1 0 0
5 3 0 2
6 1 3 1
7 100 100 50
8 0 1 1
9 0 0 0
10 100 109 2
1 1 0 0 0
12 101 0 0
13 0 100 1 02
14 101 0 8
15 0 1 02 0
16 0 1 00 100
17 0 1 00 0
18 0 0 0
19 0 100 0
20 101 0 125
21 0 11 0
22 109 8 1 25
23 1 11 1 25 0
24 100 18 0
25 5 2 6
26 0 1 0
2 1 0 0 15
28 0 11 0
29 0 0 4
totales 8 35 896 54 7
























muestras t.d. 10"^ 10"^
1 62 8 0
2 0 0 0
3 1 1 20
4 0 0 0
5 0 1 0
6 . 0 3 0
7 5 25 9
8 0 0 9
9 1 0 1
10 1 125 1 00
11 0 0 0
12 1 0 100
13 0 1 7
14 100 0 0
15 0 2 3
16 100 100 0
17 0 101 0
18 2 0 0
19 102 0 0
20 1 00 0 0
21 0 0 0
22 0 0 1
23 0 0 0
24 0 1 00 1
25 1 3 0
26 0 0 0
27 28 0 0
28 1 0 0
29 4 0 3
totales 510 480 254

















UFC. to ta les /cc
muestras t.d. io"i 10'2
1 0 7 1 00
2 0 1 1
3 1 6 1
A 0 0 0
5 0 1 0
6 0 3 4
7 30 0 30
8 0 0 0
9 0 1 0
10 0 0 100
1 1 0 1 00 86
1 2 0 0 100
1 3 0 1 01 1 00
14 0 0 1
15 0 0 0
16 0 0 1 00
17 1 0 1
18 0 5 1
19 105 2 1 2 5
20 0 0 0
21 24 0 100
22 1 1 1 02 1 00
23 1 0 0
24 101 0 2
25 12 0 1
26 0 2 1
27 0 0 1 5
28 0 0 0
29 0 0 1






































muestras t.d. 10'^ 10-2
1 0 5 0
2 2 5 1
3 0 0 0
A 0 0 2
5 0 0 0
6 0 1 0
7 100 1 100
8 100 2 100
9 100 2 2
10 0 0 2
1 1 iOa 0 100
12 1 2 0
13 100 100 100
1A 2 0 101
15 0 1 01 1 00
16 16 1 25 2
17 100 8 0
18 0 12 0
19 0 0 1
20 0 0 1
21 0 0 0
22 105 100 100
23 0 0 0
2A 100 0 0
25 101 100 1 00
totales 9 31 5 6A 81 3
























muestras t d. 10"^ 10-2
1 0 1 0
2 2 0 0
3 0 0 0
4 0 1 0
5 2 0 0
6 1 1 23
7 0 100 0
8 100 103 100
9 100 100 1
10 100 0 4
11 101 7 0
12 0 0 0
13 0 100 3
14 1 0 100
15 0 103 1
16 30 125 1
17 100 100 0
18 0 20 100
19 66 1 0
20 1 1 21 0
21 1 8 0
22 100 101 100
23 100 0 100
24 1 0 100
25 1 100 1
totales 807 1075 634


























muestras t. d. 10“^ 10’^
1 0 1 0
2 0 3 1
3 0 0 0
4 0 0 1
5 0 0 0
6 11 2 0
7 0 0 3
8 100 80 100
9 0 100 0
1 0 2 2 2
1 1 0 0 0
12 0 0 0
13 0 100 100
14 100 0 100
15 0 0 0
16 0 100 0
17 100 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 1 0 0
_ 21 0 1 0
22 0 100 0
23 0 100 0
24 101 0 0
25 100 2 1 00
totales 515 591 41 7

















muestras t.d. 10"^ 10^
1 0 8 1
2 1 1 4
3 0 0 0
4 0 0 1
5 0 0 0
6 2 0 1
7 0 2 6
8 0 0 0
9 7 0 103
10 2 0 2
1 1 1 5 4
12 1 25 101
13 105 100 100
U 1 0 0
15 0 1 1
16 0 73 0
17 0 0 1
18 0 3 34
19 1 0 0
20 1 12 5 0
21 0 0 2
22 1 00 100 101
23 1 00 0 0
24 1 00 100 1 00
25 2 0 0
totales 424 51 3 52 8
platano
final
























V.2.3. Estudio de los tnedios de cultivo
Como consecuencia de los resultados obtenidos en el aparta- 
do V.2.2., para posteriores estudios, seleccionamos la toma di- 
recta .
En este apartado nos proponemos conocer qué medio de culti­
vo es el mas idôneo para el tipo de alimento, objeto de nuestro 
estudio.
Para ello se hizo un estudio del nCimero de colonias totales 
en cada uno de los medios y para cada una de las marcas y sabo- 
r e s .
Estos resultados vienen expresados en las tablas C.1. y C.2 
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V.2.4. Estudio de frecuenciàs de los 4 gëneros prédominan­
tes dependlendo del medio de cultivo.
Una vez que hemos realizado un estudio general de la idonei 
dad de los medios de cultivo, vamos a estudiar las diferencias 
detectadas en la frecuencia de apariciôn de cada uno de los 4 gë 
neros prédominantes dependiendo de la marca y del medio de culti^ 
vo utilizado.
Estos resultados vienen expresados en las tablas de la D.1 
a la D.8, cuya representaciôn grâfica viene dada en las figuras 
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El câlculo del valor del para las distintas tablas de -
contingencia segûn la fôrmula simplificada expresada en el apar- 
tado IV.3.6.1. se ha realizado mediante un ordenador HP-250, eje 
cutando un programa descrito para la realizaciôn de este câlculo 
en lenguaje BASIC.
Aplicando el programa obtenemos los resultados d el"X^ , que 
nos relaciona los distintos géneros aislados para cada marca y 
sabor dependiendo de las situaciones inicial y final.
Los géneros estudiados han sido: Pénicillium, Alternaria Cla^ 
dosporium, Aspergillus, Micelia sterilia, Monilia, Rhizopus y le_ 
vaduras.
Los resultados obtenidos nos permiten apreciar diferencias - 
significativas en los siguientes casos:
MARCA A
—  SABOR NATURAL
. Pénicillium, medio de cultivo Czapek mas extracto de le- 
v adura.
. Clctdosporium, medio de cultivo Czapek mas extracto de
. levadura.
. Micelia sterilia, medio de cultivo Sabouraud.
. Monilia, medio de cultivo Czapek-
  SABOR PLATANO
. Pénicillium, medio de c ultivo: Czapek.
- 270 -
MARCA B
  SABOR NATURAL
. Pénicillium, medio de cultivo: Agar Malta.
. Pénicillium, medio de cultivo: Sabouraud.
. Levaduras, medio de cultivo: Czapeck mas extracto de 
levadura.
—  SABOR FRESA
Levaduras, medio de cultivo: Sabouraud.
MARCA C
—  SABOR NATURAL
. Levaduras, medio de cultivo: Agar Malta 
. Levaduras, medio de cultivo: Sabouraud.
  SABOR FRESA
. Pénicillium medio de cultivo:Czapeck mas extracto de 
levadura.
. Cladosporium, medio de cultivo: Czapeck mas extracto 
de levadura.
2^\
Ul UJO O u UOC 0£tu W c «a U X X3 ' 3« <z 03 03r . X3 3 e eOï (0 z zX X« < i 3 3a j 3o Ou. u. o U
« « e «
ac a « a
Ul z Ul z2. 3 X 3C9 UOC W ac Ul0. 03 a 03
o a a a
u u u u
e e e «
n ro ro rom ' a - m . m -'X 'X -Xe M <M «M e M a<^y ..04 -04 -04 +a
o û aa a a a aN w 04 04 04 04 04 (VI «
X X XX XX X X uV f f < T < +e
o a aa a a a aOJ 04 04 N 04 04 04 04 *
X X XX X X X X ain !0 üon n n üi in +ro ro ro ro ro ro ro ro u
Q «
U u u C3 u u u u u2 4, 2 2 2 4122 2 41 Z2 z 412 2 u a0) Ul J M M L w a M M t. Ul 41 M M L Ul z: M M C * +Ul X «fl 0) 01 41 X <003 03 43 X <4 03 03 31 I '4 03 03 41 a î 4103'-' 0) e 1- U 3 3 43 t- u 3 3 41 1-0 33 41 HU3 3 41 1<no _l _J 3 3 a a ai5M c o o a H Hi­ o a H H o a 1- H 1- O a H H p. M + * N  ■4o (K e l 3 2 22 O n3 220 n32220 a 3222 + o u e Ul u2*UW Ui a 03 M  m m 1- u .  o 03M M 1-auo3MMMi-aao3MMMMi-ü. + * «
C N K O' + O K Oicc O M  + O airQM + O a a o j O M  + o a t K a B O M f f l O J Ul a_l 2 e U 0. 0.0. u u u a Q. u e u a a a u a u a a a >-< u +a * u1-2 e M O L a a a a e e 2W










M M  t
(n (Il ai3 3 41
HHt- 
2 2 2 0 
M  M  M  I -e <K S O a. 0. 0. u
OO o  o  o  o  o o  o 
.-O J  M  <  M  4 )  r \  00 o
o  o o  O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O M P J M e m ' O f v  
o  MP4 M ? ü i ' 0 P \ 0 0 o o M p j n f i n ' Q r \ 0 0 ! > o M P 4 M ? i i ' ) ' Q C \ m * ' O M p 4 r ) n n n M n n M




N 3 o 3 o 3
PJ e « 2 e 4 z 4
K tn « a (0 4 a
X 3 Ul H 3 Ul H 3
H a < H a 4 H
CJ e a 3 4 a 3 4
z a 2 Z
o a a
w a o a a o a a
o a O o a O o
X a e a a 4 a a
4 « 0) « 4 a 4 4
en m en a a
a « a
Cl z e « a a u
Ul « 4
X z « u < 4 U 4 4
ai H  <« u a CJ u a U (J
n a « a a 4 a OÇ
OCI C e £ e 4 £ 4 4
1 n  o £ £ £ £ £
Ul CJ\ u
u m  M
e a H O a M a Cl a M a <- a n a VI a







a a  -
a z
o a a »
a O 3 a« a
4 a
a 4 H JC0 je
a Z ^h- -a
ü : a  :
u a 4 a  4
4 a
U 4 M  tS
a (J 2  M CJ 4 Cl
4 a Ul V)
£ 4 H Z ~ •£ U H Z tt e a 
Ul M  x a  z 
s J  s  3  u  (D u  
a Ul /s
n  ». ûiui N  Ul N Ul N  Ul N  Ul N  Ul N Ul N  Ul NUI N  M  Z  Z  Z  Z 
—  £ C 3 ( 0  t n t o m t o o j w c n o i o  M M M t - i a r  
m ~  O Ul e e e e e e e e e  z a a a « a » - <  u. 
c u m U c d u c j o o c j c j c j ü ü  W w a a a a  m t
i t— — — — — — — — ^  (J ~ ^





a a  a
o 4  a






H  z  z Z « «
4  M M  M
O  3 3
a M 4 4
4  o  H H a a
M  ^  Z Z a  a
M  a
Q  M  a a  f H  H
Z z
£ a Q  M M  a
1 a 3 2 a a M
M M  Ul Ul a  a
z a Ul
Ul M  Oc — ■
2 7 3
Minriink'io.inn » N M V V 4 * *  jsnvfinoDnn
(VI W tu  N  W — W PJ M  (U (U PJ PI M  PJ PJ PJ cu PJ PJ M  (U PJ
v m m O m 4 o m  n n n o o o e o  o.i=MT-or-opj
( U P J ( U P J ( U m ( U P I  M p J t U P J P J P I t U P I  
n o o e o 4 e P J  i n o ( u o e ^ o n
fflOD » r- c.V mm 
M  PJ PJ PJ (U PJ (U PJ
masmooPJom
(UPJPJPJ PI PJ PJPJ
n 0» p.»• o>ts (► 4 m 4  4(^ (-O'p.n
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ M r PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
o o ^ M M ^ o n  n o n o e 4 o n  ujopjoocuoro ^ n  — ootoof *OM03p.opj
M m m m m e> m m
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
o4pj<r<r — < M  v m n v m o m n
PI PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PI PJ
N o m m T f v m  t>.mmmmr.mM
PJ PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ M  ?J PJ
« r o o o e m e o  « e p j o o n o n  M O C U M o m e o  (UN m m o o o m  <|ooooaic3pJ
vnsNNCDOom 
PJ CJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
v m m m p s v r n m  m o . » . cd (k  * r  o . n  n P J 4 N N M p ^ 4  m o o n c s i s ^ g d n
- - - PJ PJ PJ PJ PJ cu PJ PJPJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ 
« e o O M ^ o m
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ 
(DoeMomcsCU
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ 
< ' N m 0 0 4 0 m N O m O O ^ O m
-  -  -  - -  - -  -  — — M o ( u v f ( \ ^ v  m m ^ v m m m M
o j n n m m o m m  o b v ^ p ) p ) 0> u - m  N m m m m 4 m n  p j p j p j p i p j m p j c u  m p j p j p j p j m p j p j
m CUPJPJPJPJCUPJ m (U(UPJPJ m (U(U m ( U( U( U( Um PJPJ
- - - - - - -  - m NCUOo N o cl N O m m o O o N
t s o p j o e m e o  ^ e a  — M m o n  m a o a e » a W  m
Mmm(D*v(D4 
PJ CJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
moBONr-Misn
P J( U P J P J P J P J (U P J
TCMDP.p.PIP'f
PJ P JP JP JP Jt U P JP J
4 ( U V P . V < ^ P . 4  P J O P .O D C l P ) ( B P .  




p. M o n M  a M 4 a M 
4
i a M M P > a m o m o M a a N o m _ J '
Z  4
I 2 Ü §
K  . UJ ^  H  W
^ A ^ ^ ^ ^ ^ J  A A ^ ^ A ^ A^  A A ^ A «« «» «» A g  A A A A A A A A
z » ' m M m m m m m a 0 ' « f v n * m * 0 ' a » m v m m m m m z M a ( u * n P J T n a m m M P j m 4 m m
M p J t U P J P j M t U P J  m P J P J P J P J m ( U m  M p J P j P J P j M t v j P J  P J P J P J P J P J m Cu PJ m P J P J P J ( U m CUPJ
g g A A A A A A A  A gg A A A A A A A A QJ A A A A A A A A QJ A A A A A A A A QJ A A A A A A A A
0 < 0 e 7 a a N a ( U 0 m o o M 8 4 e m 0 4 O M a a a e ( U 0 n N ( U O M ( U a M 0 a o c u n a l > > a P J  
A  A  A  M  (B M  A  M
^  — — — — — — — — ^  — — — — — — — — ^  — — — — — — — — ^  —  — — — — — — — ^  — — — — — — — —
( 0 ( U P ' P ' i D p . v t B h ( m ( u o o m ( D m ( U ( B m m M D ' ( » , m ( D P J i > ' m m 4 n 4 ) P \ 4 m p . 4 ( n 4 P \ 4 m ( \ p j m r \
PJ CJ PI PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ (U PJ (U PJ PJ PI (U (U PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ M  eg cu M  PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
4 4 M T - O M ^ e M ^ 4 a r o o o 4 a m 4 ( D a e M r - N e ^ a M 4 M a M l > > e r . a p j M p j O T - - j ) a M
4 4 4  4 4  4 - 1 4 4  — 4 4 4 4  4  4  4 4 — 4 4 4 4 4 4 4 4
4 4  4 4 4  4  4  4 4 4  4  4  4  H H H  H t -  H H  H  H 1- 1-  H  H H H H H H H  H H r H H H H H
t - H  H H H H H H 1- H H K l - 4 4 4  4 4 4 4  4  4 4 4  4  4 4 4  4  4  4 4  4 4 4 4 4 4 4 4
4  4  4 4 4  4  4  4 4 4  4  4  4  0 O a  a O Q O  O  O O o  a  o Q O Q  a  Q a  a o Q O Q O Q
a o  a O a  o  o  a a o a o a
4  P- CD O'
a a o o o e a a a a a  M  PJ m  4  1,
PJ n 4- m cu m  4 m  VI p.  CO O' M PJ PI 4 n O r . p j P ) 4 m V J t \ 0 O' O' O' O' O' c
m m m m m i n m  4 4 p . c s O' o  M PJ n  4 m O  p.  OS O' O PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ r
CD CO CD m  CD CD CD CD os CD O' O' O' O' O' O' O' O' O' O' M M  M  M  M M  .
4 M 4 4 M 4 M  m 4444(D4PJ nVm<J.0OJ)m
(UNPIPIm MPJ N N C J N P | m (V|N PJPJPINNMPJM CJ PJ PJ (VI NPJ PJ Pi
A A A A A A A A A A A A A A  A A A A A A A A A A  A A A A A A A
e M o o o > O M  n o M O o . 0 o M  o e o o o n o o  M O a a o < c o M
aCO (D N  03 O  V) 
PJPJ PJPJ M  PJ PJ
@ 4 0 4 4 » 4 0
PJ PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ
n » 0 » » 4 » »  M 4  0 44PJ4n
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
o e p j  4 e M O o P > O M  4 0 4 0 o n e ( V J  0 O M 0 e 4 s M
4 4  4  4 m  4 4 »  4  4  4 4 4 4  4  O N 4 4 N e N N  ( 0 4 4 4 4 0 4 4
PJPJ PJ PJ M PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
o o o o m O o  h l o o o o C O e o  P J O m m o N o o  ( O o o s o 4 e o
00 p. CD O (VI 00 ffi o  4 m  4  4  (VJ 4 4  4 »  »  (S »  (VJ »  »  ( 0 4 4 4 4 ^ . 0 4
PJPJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
O M  o  a  .0 a a  ^ O M a a 4 a P J  ( O o a a a P v a a  m a a  a a O a o
4 4 4 4 a 4 m  0 > 4 t 0 4 4 4 4 4
PJPJ PJ PJ M PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ
4 4 N N N a c s N  pJ 4  4 4  4 0  .0 O
PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
à  a  a  o * a  M  O O M a a S a e  t O M a a a N a a  4 o a a a 4 o M
(DN 00 0 0.00 0  0 . 4 0 4 4 0 4 0  m O.O>0>O.PJOOCO 4  4  4  4  4PJ 4  O
PJPJ PJ PJ M  PJ PJ 3  M PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ O  PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
BM Bm(vaMOfN.aMaaUla^<rmaaaBr-aMtfPias a a f o M
O P .
O I
C O  a ( D 0 . a | 0 K S O M O e 4 a 4 C 0 o a r . C P J o a  o 4 a  
1 - 3  O  H
C  I -  h i  C
3  «  a  3
a  z  a a
a  - - -  - -  - -a - - -  - -  - -  -ae - - -  - -  - -  -q; - - -  - -  - -  - 
O 4M P 0 4 P J 4 P J O O 4 n f * > 4 t 0 4 4 O P J N P . N t s O r - P . O P J 4 4  4 4 0 4 4
A  PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ O  PJ PJ PJ PJ PJ M  PJ PJ A  PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ A  PJ PJ PJ PJ PJPJ PJ PJ
c — — — — — — —C — — — — — — — —c — — — —C — — — - — — — —
c n o M  M a p j a p j C 0 4 O M M e M a a c n o o a a a P \ a a ( 0 4 o o  a a 4 e a
A t - O  0 P . 0 0 P - U r - 4 4 4 4 O 0 P J U r 0 0 . N 0 . 0 . n 0 . N ( j M 4 4  4 4 M A 4  
PI  PJ PJ M  M  PJ PJ M  PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ PJ
c  — — — — — — —C  — — — — — — — —C  — — — — — — — —C  — — — — — — — —
U  M M  a M e a M U 0 . o a o a 4 M 4 ( J 4 o p j a a 4 o P J U 0 o e  a a O a P J
— C C  « C C C C  — « < « « « « « « — « « « C C C C C  — « « «
H H K H H H H  H H H H H H H H  H H H H H H H H  H H H  H H H H H Q
C C C C C C C  C C C ^ C C C C  C C C C C C C «  C C C C C 4 C C Z
 — — — — — — — — — — — Q Q Q Q O Q Q  O O f i O Q O O Q  O O O Q O O Q O  O Q Q Q Q O Q O U I
N O D o . O M P J n 4  0  4 N O O . a o o  e e o a a o o o e o a o a a o o o a a o o e o a a o o  a e o a o e  
0 . » 0 . o a o o o o o e o a M p j n  4 0 4 N f f l 0 > O M p i n 4 O 4 N 0 0 . O M P J n 4  0  4 N 0 0 . o  M p j n 4 0 4  









tl OJ Ch ^  CD ^  w* m  CM
B CJ ^  OJ OJ 04 *-'04
ll£







o O o O
QC
LU UJ lli UJ w w
u CJ u u u
c c
Z z z z z
3 3 3 3
cn cn tn CD cn
c « <t <c
z z Z z z
z z z z
n 3 3 3 3
J _1 3 _1 3
O  fl O O o O 3 g
O  R u u u o
C H
X  H Æ
c i) M 0- in
w Ul PJ GO CD
3  N z 00 z
a  n
I #
PJ 00 V* (h ^4- PJ o
PJ ^  Pj ^  PJ CM PJ PJ




CO -C 0) CD 1 o  CM OJ ^  o
2?o
c: B PJ OJ
u  H 
A  0
" L o N o  N  (K lOin OJ^Û o o  o o ^  OJ 11*) OJ
1 ^1
€ i










f| o in >0 in fs 04 ,







PJ PJ PJ PJ
€ i 
I i
n a ^ T  P\ 111 JSliT -OM a  a  a  a










I i Il >0 V) OD m  n  CM ^  •
2^0








i | S 3 CJ PJ p j  PJ PJ PJ
- 293 -
V.2.6. Estudlo de los componentes principales
Este método hace visible la distribuciôn espacial de los 
distintos génères, refiriendo su situaciôn a dos o très ejes car 
tesianos.
Partiendo de un cuadro de doble entrada, génoros por va­
riables, el programa caracteriza a los géneros mediante una sé­
rié de nuevas variables incorreladas (factores) y da las correla 
ciones de estas variables con las variables iniciales.
Este programa permite obtener tambien la representaciôn grS 
fica simultSnea de variables y géneros en los pianos constituî- 
dos por los dos primeros factores y por el primer factor y el ter 
cero.
Hemos realizado este estudio para el caso de los yogures re 
cién elaborados y los analizados el dia de su fecha de caducidad, 
por separado.
En la representaciôn grSfica del primer caso podemos obser- 
var cômo se nos forman 4 grupos bien delimitados, 2 en la parte 
superior del piano que corresponden a los géneros aislados con 
una mayor frecuencia y 2 en la parte inferior correspondiendo a 
géneros cuya frecuencia es menor, pero que todavîa pueden ser re- 
presentados grSficamente, puesto que existen otros que aparecen 
en la linea inferior y de los cuales no se puede obtener ninguna 
representaciôn por tener una frecuencia muy pequena.
La apariciôn de una variables cerca de uno de los grupos - 
significa que ésta contiene el mayor nûmero de colonias del géne- 
ro encontrado.
En el segundo caso estudiado, aparecen igualmente 4 grupos, 
si bien no en el mismo orden ni en la misma posiciôn, pero siendo 
su interpretaciôn la misma.
0# 0 * * 0 *  0# - 0 ,  0 *  ! • 2.<1A
-.07«S}
JUNTOS M U L T IM E S *
“0* 0* -0* H) » -0# 




V.3.1. Comprobaciôn de cepas aflatoxicogénicas
Una vez aislada e identificada la micoflora del yogur, ha- 
llamos 12 cepas pertenecientes al género Aspergillus parasiticus.
Se hacla necesario comprobar si entre ellas habla alguna ce 
pa productora de algûn tipo de las aflatoxinas ya citadas en el 
apartado 1.4. Para este estudio empleamos el medio de cultive, 
trigo machacado y humedecido, descrito en el apartado IV.3.5.1.
Los anSlisis correspondientes para su determinaciôn se co—  
menzaron a realizar a partir del sexto dia de la siembra, detec-
tSndose la producciôn de aflatoxinas al decimotercer dia.
De las 12 cepas estudiadas, 5 fueron productoras de aflato­
xinas y .
Por las pruebas de determinaciôn Cuantitativa valoramos que
la producciôn de aflatoxina era 391/j g/kg y la G^ era 979/ug/
Kg.
V.3.2. Inoculaciôn en el yogur de cepas aisladas y de co- 
lecciôn productoras de aflatoxinas
Las cepas aisladas en nuestro estudio que en un medio ideal 
de crecimiento como el trigo machacado y humedecido habîan sido 
productoras de aflatoxinas, fueron inoculadas en el yogur al 
igual que una cepa tipificada de colecciôn A. parasiticus NRRL 2999 
y dos A. flavus NRPL 3251 y NRRL 3357, para ver si en el sustrato 
por nosotros estudiado, eran capaces de producir aflatoxinas, 
bien en las mismas cantidades, o en otras diferentes, con el fin 
de poder establecer comparaciones.
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Los yogures fueron inoculados con una cantidad aproximada 
,800 esporas/nun de cada una i 
cada tipo de sabor ya mencionado.
de 5.8 ^ de las cepas a estudiar y en -
Su incubaciôn se realizô a la temperatura de 22s C en estu 
fas de cultivo, procedièndose a los correspondientes anSlisis 
de determinaciôn cuantitativa, a partir del segundo dia y con 
intervalos de 48 horas, hasta dos dias después de la fecha de 
caducidad.
Aunque el crecimiento de las diversas estirpes en los dis­
tintos yogures fue notable, invadiendo gran parte de la masa 
del yogur, en ningûn caso hubo producciôn de aflatoxinas, tanto 
en las cepas por nosotros aisladas como en las cepas proceden- 
tes de colecciôn.
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VI. D I S C U S I Ô N
V I . 1. DISCUSION DEL ESTUDIO DE LA MICOFLORA DEL YOGUR
V I . 1.1. Medios de cultivo
Se hizo un ensayo experimental previo a esta investigaciôn, 
con el fin de comprobar cuSles serîan los medios mas idôneos pa 
ra nuestro estudio.
Fueron utilizados Agar Extracto de Malta con oxitetracicli- 
na; Agar Malta a pH 3,6 con Scido tartSrico (Holwerda, citado 
por Hup, 1973); Patata dextrosa agar acidificado con Scido tar- 
tSrico a pH 3,5 (Ingram, citado por Hup, 1973); Phyton extracto 
de levadura agar conteniendo streptomicina y cloramfenicol (Car 
michael y Kraussm citado por Hup, 1973); Agar glucosado segûn 
Sabouraud con oxitetraciclina; Agar Czapek-Dox con oxitetracl- 
clina; Agar Czapek-Dox con adiciôn de extracto de levadura y 
oxitetraciclina; Agar Maltosado segûn Sabouraud con oxitetraci­
clina ; OGA, que es un medio que contiene extracto de levadura, 
glucosa, bills y propionato sôdico, conteniendo tambiën rosa de 
bengala y oxitetraciclina como inhibidores de otros microorga- 
nismos; y Glucosa extracto de levadura con adiciôn de oxitetra­
ciclina (Mossel, citado por Hup, 1973).
Todos estos medios de cultivo fueron utilizados, como ya se 
dijo anteriormente, en un ensayo preliminar que se hizo sobre 
un total de 10 muestras. En cada una de las muestras realizadas 
fueron empleados todos los medios de cultivo por duplicado, con 
el fin de verificar la homogeneidad en los resultados y asî po ­
der determinar cuSl de los medios era el mas adecuado para el 
estudio concreto que nos ocupa.
De esta manera fueron seleccionados: Agar Extracto de M al­
ta, Agar Glucosado segûn Sabouraud, Agar Czapek-Dox y Agar C z ^  
pek-Dox con extracto de levadura. A todos ellos se les adicionô 
oxitetraciclina.
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El Agar Malta fue seleccionado por ser un medio muy rico, 
en el que esporulan y se desarrollan abundantemente la mayorîa 
de los mohos.
El Agar Glucosado segûn Sabouraud, es un medio de cultivo 
muy conocido y recomendado sobre todo para el estudio de los 
hongos patôgenos. Si bien es cierto que en nuestro ensayo no - 
ha aparecido ninguno descrito como tal, pensamos que no séria 
recomendable eliminar esta posibilidad, puesto que de aparecer 
en alguna muestra, darla mayor interés a nuestro trabaio.
Aunque el Agar Czapek-Dox es un medio recomendado para el 
aislamiento e identificaciôn de los distintos géneros, fue ut 
lizado por no producir una gran esporulaciôn. Condiciôn ésta 
que nos venla a resolver el problema de algunos géneros, ya 
que al poseer éstos un crecimiento muy rapido y abundante, con 
cualquier otro medio cubrian por completo la superficie de la 
plaça, impidiendo el crecimiento de otros mohos y, como es 16- 
gico, su posterior identificaciôn.
También podîamos haber seleccionado el OGA, pues cumple - 
esta misiôn perfectamente, pero al llevar el rosa de bengala, 
la inhibiciôn es mucho mas fuerte, incapacitando el crecimien­
to de algunos hongos encuadrados en géneros comprendidos en la 
llamada micoflora normal del yogur.
Por ûltimo, seleccionamos Agar Czapek-Dox con extracto de 
levadura, por ser éste un medio exactamente igual al anterior, 
pero enriquecido, con lo cual nos favorecîa el crecimiento de 
especies que no pudiesen desarrollarse en el medio de Czapek 
y nos permitia establecer una comparaciôn mas exacta de resul­
tados .
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IV.1.2. Recuento de colonias
Al procéder a discutir este aspecto y comparar nuestros re 
sultados con los de otros autories, se toca con el inconvenien- 
te de la escasa documentaciôn que existe sobre trabajos referen 
tes a la micoflora contaminante del yogur y que en las contadas 
ocasiones en que se han hallado referencias el problema era tra 
tado siempre desde un punto de vista cuantitativo y no cualita- 
t i v o .
Como ya se dijo en el apartado anterior, se realizô un en­
sayo previo de 10 muestras por duplicado, para ver si era via­
ble nuestra futura investigaciôn. Desde la primera muestra empe 
zamos a realizar el recuento de colonias.
El método utilizado para ello fue el de diluciones décima­
les, que habia sido empleado por Rodriguez Ferri (1978), Kobur- 
ger (1970), Martinez Pardo (1978) y recomendado por el Centro 
Nacional de Alimentaciôn y NUtriciôn, puesto que otros autores, 
como Davis (1975), Osborne (1974) y Tilbury (1974), realizan 
contajes de colonias en yogur, pero no especifican el método em 
p l e a d o .
En este ensayo previo, citado anteriormente, ya se vio que 
no se podia efectuar un contaje de hongos de la misma manera 
que se realiza un recuento de bacterias o, en otras palabras,el 
significado es diferente. Pero aûn asi decidimos efectuar, en 
todo nuestro trabajo, este tipo de estudio, a fin de comparar 
los resultados obtenidos con los de otros autores.
Como ya se ha citado en apartados anteriores, se realizô - 
una toma directa del yogur y dos diluciones, es decir, la dilu- 
ciôn 10  ^ y la 10 ^ .
De los resultados obtenidos por su variabilidad y dificil
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reproductividad, se deduce el escaso valor de un recuento de co 
lonias por cc en el yogur previa diluciôn, puesto que se obser- 
v6 (figuras del apartado V.2.2.) que normalmente las poblacio- 
nes distribuidas por diluciones por separado, eran valores muy 
semejantes, independientemente de la diluciôn, no presentando 
apenas variaciôn y observândose que, al representarlas grSfica­
mente mediante polîgonos de frecuencias, todas ellas daban unas 
curvas bimodales.
Siendo esto asî, decidimos en las primeras fases de nues—  
tro estudio, realizar el anSlisis a partir de la toma directa.
El elegir este método no se debiô a otra causa que el pen- 
sar que, al ser la primera que se realizaba, nos podrîa evitar 
uua posible fuente de contaminaciôn y nos simplificarîa el tra­
bajo.
Todos estos resultados cuantitativos, en desacuerdo con 
los resefiados por los autores citados anteriormente, tienen pa­
ra nosotros una explicaciôn que es preciso discutir.
Esta explicaciôn la hallamos al estudiar las caracterlsti- 
cas morfolôgicas y de reproducciôn de los hongos, citadas en el 
apartado 1.4.
Mientras que las bacterias tienen su reproducciôn por fi- 
siôn binaria, nos encontramos que los mohos tienen un sistema 
de reproducciôn mucho mas amplio. Asî una colonia puede formar- 
se a partir de una es p o r a , de otra colo n i a , de una fragmenta- 
ciôn de h i f a s , etc.
De esta manera, van a intervenir una serie de factores, co 
mo por ejemplo la agitaciôn, que en el caso de las bacterias 
nunca desempenarîan un papel fundamental y, sin embargo, en 
nuestro caso, van a jugar un papel decisive a la hora de hacer
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un recuento.
Pensamos que todo ésto es suficlente para hacernos ver que 
el recuento de colonias en mohos es desestimable, al menos en el 
yogur, en donde no cabe esperar un potente y eficaz desarrollo 
de las hifas que impida su facil fragmentaciôn.
VI. 1.3. Micoflora del yogur
En el estudio realizado sobre la micoflora présente en el - 
yogur, nos encontramos, en primer l u g a r , con el inconveniente de 
la total ausencia de trabajos en este tema,puesto que los estu- 
dios realizados sobre la micoflora del yogur por otros autores, 
como ya se iniciô en el apartado V I .1.2. se refieren a aspectos 
cuantitativos. Esto nos llevô a considerar el interés de una 
aportaciôn al conocimiento cualitativo de la micoflora del yogur.
En nuestro trabajo podemos dividir la micoflora aislada en 
dos grupos. Uno de ellos es el formado por lo que nosotros deno- 
minamos micoflora esporâdica, ya que tiene una frecuencia de apa 
ricién muy pequeha y otro grupo que denominamos micoflora normal 
del yogur, por tener la mayor frecuencia de apariciôn.
Es a este ûltimo grupo al que vamos a dedicar nuestra aten-
ciôn.
Los géneros pertenecientes a este grupo son: Fenicillium, Moni^ 
lia, Cladosporium, Micelia sterilia, Alternaria, fihizopus, Aspergillus y lex>a_ 
duras.
Si observamos los resultados obtenidos en tantos por ciento 
y expresados en las tablas del apartado V.2.I., segûn los distin 
tos medios de cultivo, podemos ver cômo la frecuencia de apari­
ciôn de los distintos géneros es diferente segûn estudiemos la -
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situaciôn inicial o final. Asî en la situaciôn inicial observa­
mos que los géneros mas frecuentes son Peniaillium, Monilia, leva- 
duras y Clad'sporium, éstos siempre en el mismo orden, el resto 
de los géneros mencionados que ya poseen una frecuencia menor, 
pueden variar ligeramente su orden de apariciôn, dependiendo de 
los medios de cultivo. Pero con estos cuatro géneros citados, 
el orden es el mismo en cualquiera de los medios de los culti­
vo .
Mientras que en la situaciôn final el orden de apariciôn 
es Monilia, Pénicillium, levaduras y Cladosporium, variando el resto 
de los géneros como en la primera situaciôn.
Observamos, pues, a la vista de estos resultados, que la - 
diferencia mas significativa se produce entre la frecuencia de 
apariciôn de Pénicillium y Monilia.
Estos resultados, que fueron realizados mediante tablas de 
porcentajes, fueron confirmados mediante el anSlisis de compo­
nentes principales, ya q u e , como se vio en el ap, .rtado V.2.6., 
las representaciones grSficas de los distintos géneros nos si- 
tûa al género Pénicillium como el mas frecuente en la'situaciôn 
inicial, mientras que en la situaciôn final es el género Moni—  
lia el mas frecuente.
El inconveniente que supone para nosotros la ausencia de - 
bibliografîa, hace que no podamos comparar nuestros resultados 
con los de otros autores, por lo cual decidimos ver si la mico 
flora aislada en nuestro estudio podîa estar relacionada princ^ 
palmente con la micoflora aislada del aire y podrîa influir és­
ta en la identificada por nosotros.
A tal fin, se consultaron los trabajos de Calvo TorrSs —  
(1978) sobre el aire de Barcelona y los de Paya Vicens (1981) 
en Madrid, comprobando q u e , efectivamente, los hongos aislados
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por nosotros estaban dentro de la micoflora que aislaron con ma 
yor frecuencia de apariciôn dichos autores.
V I . 2. TRATAMIENTO DE DATOS
Todos los datos obtenidos en nuestro estudio vienen dados 
en porcentajes, por ser éste el método mas comûn de tratar dis­
tintos resultados y ser recomendados por distintos autores como 
Sokal (1969), Murray (1975), Freund (1072). As! mismo, para po­
der representarlos grSficamente,se ha utilizado el pollgono de 
frecuencias, por considerar que serra como mejor observarîamos 
la distribuciôn de las distintas poblaciones, ya fuese bien por 
marcas y sabores, bien por diluciones o por medios.
Posteriormente, se pensô en aplicar algûn tratamiento esta 
dîstico, como podîan ser médias, varia n z a s , medianas, etc-
Métodos muy comunes pero q u e , sin embargo, en nuestro caso 
no fue posible utilizar, puesto que topabamos con el inconve—  
niente de que todos lor resultados asî obtenidos serîan falsos. 
Esto era una consecuencia del recuento de colonias y las ca- 
racterîsticas de reproducciôn de los mohos, puesto que no podîa 
haber médias cuando en una muestra teniamos un nûmero inconta- 
ble de mohos y, en otra, ausencia total de ellos. De haberlo 
realizado asî, esa media no nos dàrîa un reflejo real de la po- 
blaciôn y, por tanto, tampoco los otros tratamientos estadîsti- 
cos que pudiésemos aplicar.
Sin embargo, sî pudimos utilizar la prueba del chi-cuadr^ 
do. Esta prueba nos permitiô observar si habia diferencias sig­
nif icativas entre los yogures del mismo lote recién elaborados 
y los que eran analizados el dia de su caducidad, en relaciôn a 
la micoflora présente en ellos, segûn las marcas, sabores y m e ­
dios de cultivo.
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Otro método empleado ha sido el estudio de componentes prin 
cipales mediante ordenador.
Este estudio. que es un poco como una recopilacién de todas 
las tablas de porcentajes y sus respectives polîgonos de frecuen 
cias, pretende r e p r é s e n t â m e s  en el espacio las poblaciones de - 
16s géneros que han tenido una mayor frecuencia de apariciôn y 
en qué marca y sabor han tenido su mayor influencia.
De esta manera se observan los cuatro géneros mas frecuen­
tes, tanto en la situaciôn inicial como final, en un primer gol- 
pe de vista, puesto que cuanto mayor sea la frecuencia de un de- 
terminado género mas arriba aparecerS situado en el piano, des- 
cendiendo de posiciôn a medida que la frecuencia de apariciôn va 
siendo menor.
Esto realizado, como ya hemos dicho, para las dos situacio- 
n e s , nos permite observar cômo un género que aparece con una fre 
cuencia muy alta en la situaciôn inicial, no lo es tanto en la 
final, o viceversa.
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V I.3. DISCUSION DEL ESTUDIO AFLATOXIGENICO
VI.3.1. Estudio de cepas aflatoxlgénicas
Se hizo un estudio de las distintas cepas aisladas en el yo­
gur de Aspergillus parasiticus, por considerar que podian ser algu- 
nas de éstas posibles productoras de aflatoxinas.
Para probar su capacidad toxicogénica, las distintas cepas 
fueron sembradas en un medio idôneo. El medio seleccionado por no 
sotros fue trigo machacado y humedecido. La razôn de escoger este 
medio fue la de al estar el trigo machacado, habia una gran super 
ficie de aireaciôn y, a la vez, al estar humedecido, habia el su- 
ficiente grado de humedad para que cualquier cepa pudiese desarro 
llarse en unas condiciones ôptimas en cuanto a potencial de oxi- 
rreducciôn (Rh) y actividad de agua (a^).
Lôgicamente empezamos a practicar los correspondientes anâli 
sis en el momento en que el crecimiento era abundante por toda la 
p l a ç a .
El método seguido fue el recomendado por Gimeno Ciriano (1979) 
para cereales. El haber seleccionado dicha técnica ha sido debido 
a que fue elegido como método oficial para extraccién de aflatoxi­
nas en 1981.
Como ya se dijo, la primera extraccién se realizé en el mo­
mento en que el crecimiento era abundante, y el peso del micelio 
podia considerarse suficiente para que pudiera haber algunas tra- 
zas de aflatoxinas. Sin embargo, como ya mencionamos en el aparta­
do V . 3 . 1 . , los resultados fueron negativos, no encontrando produc- 
cién de aflatoxinas hasta el decimotercer dia de su siembra y no 
en todas las cepas estudiadas, ya que de las doce cepas aisladas, 
sôlo cinco nos dieron positivas.
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Posteriormente, se procediô a la determinaciôn cuantitativa, 
también segûn el método de Gimeno Ciriano (1979), para ver las - 
cantidadesproducidas por nuestras cepas.
V I.3.2. Inoculaciôn de cepas aflatoxicogénicas en el yogur
El siguiente paso en nuestro estudio fue comprobar si las ce 
pas anteriormente estudiadas, y otras de colecciôn citadas en el 
apartado V. 3 . 2 . , eran capaces de producir aflatoxinas en el yo­
gur.
Para eso, lo pfimero que debîamos hacer era encontrar la 
técnica adecuada, para en el caso de que hubiera producciôn de 
aflatoxinas en el yogur, nosotros pudiéramos detectarlo.
Fueron utilizadas las técnicas de Van Egmond (1981), Purcha- 
sse (1967), Goded (1975), Kiermeier (1976), Shih (1971) y Schu­
ller (1973) .
Para determinar cual era la técnica que a nosotros nos conve 
n i a , procedimos a inocular una cantidad determinada de aflatoxi­
na pura en el yogur y procéder a continuaciôn a realizar la ex- 
tracciôn, segûn las distintas técnicas.
La técnica que nos dio resultados positivos fue la utilizada 
por Schuller (1973).
A continuaciôn procedimos a hacer la revision bibliogrSfica 
correspondiente. Solamente encontramos una r e f e r e n d a  que tuviera 
relaciôn con nuestro estudio: fue el realizado por Polzhofer (1977).
Decimos que tuviera relaciôn porque, en realidad, lo que es­
te autor hizo fue un anSlisis directe del yogur, para ver si en- 
contraba algûn tipo de aflatoxina. La aflatoxina encontrada por 
cl fue la .
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Mientras que en nuestro estudio lo que nos propusimos fue 
determinar si las cepas aflatoxicogénicas eran capaces de produ 
cir aflatoxinas en el yogur.
Para tal fin, inoculamos las cepas ya mencionadas en los 
distintos sabcres de yogur. Los resultados, como ya se mencio- 
nan en el apartado V.3.2., fueron negativos, pese a que el cre­
cimiento del moho en el yogur fue muy abundante.
Como quiera que el pH del yogur podrîa permitir perfecta—  
mente la formaciôn de este tipo de sustancias tôxicas, la ausen 
cia de aflatoxinas tiene que deberse o a una acciôn directa del 
Scido ISctico, o a un mecanismo competitivo con L. bulgaricus o -
S. termophilus.
La determinaciôn de esta cualidad, por las évidentes impli 
caciones que comporta. estS siendo objeto de un estudio indepen 
diente y muy minucioso en nuestro laboratorio.
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V I I .  CONCLUSIONES
A la vista de los resultados obtenidos en el presente estu
dio, podemos enunciar las siguientes conclusiones:
1. El estudio cualitativo sobre la micoflora contaminante del 
yogur , nos divide ésta en dos tipos: a) el formado por los 
bongos que representan la flora normal o habitual; b) el 
que constituye la flora esporSdica o poco frecuente.
2. Los bongos que pertenecen a la micoflora normal son: Penici_
Ilium, Monilia, Cladosporium, Micelia sterilia, Alternaria, 
Rhizopus, Aspergillus y levaduras en general.
3. Los bongos que pertenecen a la micoflora esporSdica o poco
frecuente son: Circinella. Mycothypha, Cunninghamella, Pho-
m a , Epiaoccum, Geotrichum, Acremonium, Fusarium, Aphanocla-
dium, Paecilomyces, Monodictys, Aureobasidium, Botrytis, 
Stemphylium, Curvularia, Ulocladium y Veronaea.
4. Del estudio micolôgico de las distintas marcas del yogur,se 
deduce que, en todas ellas, los bongos que forman la llama- 
da micoflora normal son los mismos, aunque presenten peque- 
nas diferencias en los porcentajes de apariciôn, debido pro 
bablemente a la distinta composiciôn de cada uno de los sa- 
bores estudiados e incidencias diversas de los procesos de 
transformacifin y conservaciôn.
5. Del estudio de las frecuencias de apariciôn de cada uno de
los gëneros en las distintas tomas y en los cuatro medios
de cultivo para la situaciôn inicial, se deduce que ba sido 
el género Pénicillium el que ba alcanzado los mayores por­
centajes .
6 . En el mismo estudio realizado para la situaciôn final se -
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observé que fue el gênero Monilia el que obtuvo una mayor - 
frecuencia de apariciôn, lo que indica una evoluciôn de la 
micoflora durante el periodo de almacenaje, siendo éste un 
hecho importante.
7. De los resultados obtenidos sobre el recuento de unidades 
formadoras de colonias, se desprende que dicho procedimien- 
to no debe ser utilizado para este tipo de flora y produc- 
t o s .
8 . Desvalorizado el estudio cuantitativo de hongos en el yogur 
y al carecer de un significado especifico, sobra un espe­
cial interés el estudio de las frecuencias de apariciôn que 
han alcanzado cada uno de los gëneros aislados.
9. De los resultados obtenidos en la comprobaciôn del medio 
mas idôneo en nuestro estudio, se deduce que todos ellos 
presentan el mismo nivel de eficacia.
10. Del estudio de la contaminaciôn por marcas y sabores en la 
situaciôn inicial se observa el mismo nivel de contamina- 
' ciôn en general en las très marcas, teniendo que destacar 
una mayor contaminaciôn en la marca B, sabor plâtano, lo - 
que estadisticamente queda asegurado.
11 . Del estudio de la contaminaciôn por marcas y sabores en la 
situaciôn final se desprende que tanto la marca A como la C 
presentan una contaminaciôn similar, siendo la marca B , en 
todos sus sabores, la mas contaminada, lo que pone de mani- 
fiesto la influencia del proceso tecnolôgico en la contami­
naciôn del yogur.
12. Del estudio por gëneros se deduce que, para el género Péni­
cillium, tanto en la situaciôn inicial como final, es en la 
marca B donde ha habido una mayor frecuencia de apariciôn.
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Para el género Cladosporium, la contaminaciôn es similar en 
todas las marcas para ambas situaciones.
Para el género Monilia, tanto para la situaciôn inicial co­
mo final, sigue siendo la marca B la mas contaminada y, den 
tro de ella, el sabor plâtano.
Y con respecto a las levaduras podemos decir que su distri­
bue iôn en cada una de las marcas y sabores es arbitraria.
13. Del estudio de la micoflora se aislaron 5 cepas aflatoxico- 
génicas perteneclentes a la especie Aspergillus parasiticus 
habiendo producido todas las estirpes aflatoxinas B^ y G ^ ,  
en un medio de inducciôn ôptimo, como es el trigo humedeci- 
do y machacado.
14. La inoculaciôn de cepas aflatoxigénicas en el yogur no ha - 
dado origen a la producciôn de aflatoxinas en el mismo, a 
pesar de la masiva proliferaciôn de las estirpes de A. fla- 
vus y A. parasiticus utilizadas.
15.. Evidentemente, y puesto que el pH del yogur cae dehtro de
los valores relativos en los que es posible la formaciôn de 
estos derivados cumarînicos, la ausencia de aflatoxinas en 
el yogur tiene que deberse a una acciÔn directa del âcido 
lâctico formado o a un mecanisrao competitivo de la micoflo­
ra del yogur (L. bulgaricus y S- thermophilus) .
Esta cuestiôn, cuyas implicaciones no es preciso comentar, 
estâ siendo estudiada intensamente en nuestro laboratorio.
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V I I I .  RESUMEN
En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre la 
micoflora contaminante del yogur.
El muestreo fue realizado sobre un total de 473 muestras, 
pertenecientes a tres marcas distintas, en las cuales se estu- 
diaron distintos tipos de sabores, asl como el grado de c ont ami. 
naciôn durante las distintas fases de almacenaje.
Los métodos utilizados en nuestro estudio fueron:
. Las técnicas usuales para el aislamiento e identifica- 
ci6n de la micoflora presente, asl como las diluciones 
décimales para el recuento de colonias.
. Método de extracciôn de aflatoxinas para cereales, segOn 
la técnica de Gimeno Ciriano.
. Mëtodo de extracciôn de aflatoxinas para productps lâc- 
teos segûn la técnica de Schuller.
El estudio realizado sobre el tipo de micoflora présente en
el yogur nos indicé que existen lo que podrîamos clasificar en
dos grupos: a) flora esporSdica o poco frecuente y b) flora nor­
mal cuya frecuencia de apariciôn és mas elevada. Esta ûltima es­
té constituîda por Pénicillium, Monilia, Cladosporium, Alterna­
ria, Micelia sterilia, Rhizopus, Aspergillus y levaduras en ge­
neral .
Los resultados obtenidos en el recuento de colonias nos hi- 
cieron llegar a la conclusiôn de que dicho procedimiento era de­
sestimable debido a las caracterlsticas morfolôgicas y de repro- 
ducciôn de los hongos.
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En el estudio aflatoxigénico fueron empleados los dos mëto- 
dos ya citados anteriormente, ya que en primer lugar se realizô 
un estudio sobre las posibles cepas aflatoxigénicas aisladas 
del yogur, en el cual hallamos que eran 5 las cepas productoras 
de aflatoxinas; y un segundo estudio, en el cual inoculâmes en 
el yogur dichas cepas y otras de colecciôn, para ver si en di­
cho sustrato podian producir dichos metabolites. Este estudio 
nos dio resultados negatives.
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SUMMARY
In this project a study has been made on the micoflora - 
which contaminate yoghurt.
The sampling was taken from a total of 473 specimens beIon 
ging to different brands in which both the different types of 
flavours and the degree of contamination during the different 
stages of storage were studied.
The methods used in our studies were:
* The usual techniques to isolate and identify the micoflo 
ra present and also the decimal dilutions for counting 
the colonies.
* The Aflatoxine Extraction method for cereals according 
to Gimeno Ciriano's technique.
* The Aflatoxine Extraction method for dairy products 
according to Schuller's technique.
The study of the type of micoflora found in yoghurt showed 
us that there exist what we can classify into 2 groups : a) spora 
die or very infrequent f l o r a , b) normal flora the appearance of 
which is more frequent. The latter consists of Pénicillium, Moni—  
lia, Cladosporium, Alternaria, Micelia sterilia, Rhizopus, Aspergillus and 
yeasts in general.
From the results obtained in the colony-count we concluded 
that such a process was to be rejected due to morphological cha­
racteristics and the reproduction of the fungus.
The 2 aforementioned methods were used in the aflatoxige- 
jiic study as, at first, we made a study of the possible isolated.
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aflatoxigenic growths of aflatoxins. Secondly we made a study in 
which we innoculated these growths and others from the collec­
tion in yoghurt to see if in this substratum these metabolites 
could be produced. The results of this study were negative.
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RESUME
Dans le présent travail nous avons réalisé une étude sur 
la mycoflore contaminante du yoghourt-
L'échantillonnage a été effectué sur un total de 473 
échantillons appartenant à trois marques différentes, dans les 
quelles nous avons étudié de diverses variétés de goûts et le 
dédré de contamination pendant les différentes périodes de sto 
ckage.
Les méthodes utiliseés dans notre étude ont été les sui­
vantes :
Les techniques usuelles pour 1'isolement et 1'identi­
fication de la mycoflore présente, ainsi que les dilu 
tions décimales pour la numération de colonies.
Méthode d'extraction d'aflatoxines pour des céreales 
selon la technique de Gimeno Ciriano.
Méthode d'extraction d'aflatoxines pour des produits 
lactés selon la technique de Schuller.
L'étude réalisée sur la variété de mycoflore présente - 
dans le yoghourt nous a indiqué qu'il existe ce que nous pou­
vons classer en deux groupes : a) flore sporadique ou peu fré­
quente et b) flore normale dont la fréquence d'apparition est 
plus éleveé. Celle-ci est contituée par Pénicillium, Monilia, 
Cladosporium, Alternaria, Micelia sterilia, Rhizopus, Aspergi­
llus et par des levures en général.
Les résultats obtenus dans la numération de colonies nous 
ont fait arriver à la conclusion de que se procédé était méses 
timé dû aux caractéristiques morphologiques et de reproduction
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moisissures.
Les deux méthodes dites précédement ont été employées dans 
l'étude aflatoxigenique puisque premierèment nous avons réalisé 
une étude sur les possibles souches aflatoxigeniques isolées du 
yoghourt et nous avons trouvé que c'étacent 5 les souches pro­
ductrices d'aflatoxines, et ensuite une deuxième étude dans la­
quelle nous avons inoculé dans le yoghourt ces souches-ci et 
d'autres souches de collection pour verifier si dans se subs­
trat elles pouvaient produire ces raétabolites.
Cette étude nous a donné des résultats négatifs.
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